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RESUMO

A graminea Urochloa ruziziensis, tem se destacado no cendrio agropecudrio devido a sua
plasticidade fenotipica, sendo utilizada em pastagens e em sistemas de integragdo como planta de
cobertura. A pesquisa foi realizada na Embrapa Cerrados, e teve como objetivo principal a
caracterizacdo de braquidria ruziziensis (U. ruziziensis) por meio de descritores morfologicos,
agronOmicos e moleculares. Esta caracterizagdo foi realizada utilizando uma populacao
representativa da Cole¢ao de Base da Embrapa, incluindo acessos, além de parentais e familias de
meios-irmaos desenvolvidos a partir de genotipos da colegao. Os métodos empregados incluiram
extragoes de DNA, genotipagem, andlise dos dados gendmicos; colheitas de forragem para
estimativa de produtividade e andlise bromatolédgica, estimativa da herdabilidade, ganhos de
selecdo e correlagdo genética entre as caracteristicas observadas, além de colheitas de sementes e
avaliagdes dos componentes de produg¢do de sementes, germinacdo, viabilidade e dorméncia.
Todos esses dados foram analisados para fornecer uma compreensdo abrangente da diversidade
fenotipica, genética e molecular de braquidria ruziziensis. Os resultados possibilitaram avaliar a
diversidade genética em escala genOmica; permitiram observar a variabilidade genética e
fenotipica presente na espécie, estimando os ganhos potenciais de selecdo e ainda a identificacdo
de gendtipos superiores para producdo e qualidade de matéria seca e de sementes. Essas
informacdes nao apenas enriquecem o conhecimento cientifico sobre a espécie em estudo, como
também direcionam os processos de selecdo, visando o desenvolvimento de cultivares mais
produtivos, com alto valor bromatoldgico, potencial de produgcdo de sementes e adaptados as

condi¢des edafoclimaticas do cerrado brasileiro.

Palavras-chave: braquidria ruziziensis, caracterizacdo, melhoramento genético, variabilidade

genética, analise bromatologica, sementes



ABSTRACT

The grass Urochloa ruziziensis has stood out in the agricultural scenario due to its phenotypic
plasticity, being used in pastures and mostly in crop livestock integration systems as a cover crop.
The research was conducted at Embrapa Cerrados and aimed to characterize U. ruziziensis through
morphological, agronomic, and molecular descriptors. This characterization was performed using
a representative population from Embrapa's Base Collection, including accessions, parents, and
half-sibling families. The methods employed included DNA extractions, genotyping, analysis of
genomic data, forage harvesting for productivity estimation and bromatological analysis,
assessment of heritability, selection gains, and genetic correlation among observed traits, as well
as seed harvesting and evaluations of seed production components, germination, viability, and
dormancy. All these data were analyzed to provide a comprehensive understanding of the
molecular, genetic, and phenotypic diversity of U. ruziziensis. The results enabled the estimation
of genetic diversity on a genomic scale, allowing the observation of genetic and phenotypic
variability present in the species, estimating gains in the next selection cycles, and identifying
genotypes with greater potential for seed production and quality. This information not only
enriches the scientific knowledge about the forage under study but also guides selection processes,
aiming for more productive materials, with high bromatological value, and adapted to the soil and
climatic conditions of the Brazilian cerrado.

Keywords: Urochloa ruziziensis, genetic improvement, variability, seeds
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INTRODUCAO

Forrageiras tropicais sdo plantas leguminosas e gramineas utilizadas para consumo animal,
principalmente em pastagens, bem como para cobertura de solo em diferentes sistemas
agropecuarios. Dentre as forrageiras, as gramineas compdem a base para a alimentagdo bovina no
pais, devido a sua capacidade de reduzir custo de produgdo quando comparados a alimentagao a
cocho e ainda melhorar a qualidade de carne ¢ leite. As braquidrias, em especial, se destacam neste
quesito devido a sua qualidade forrageira superior e sua plasticidade em se adaptar a diversos
ambientes e suportar as intempéries do meio, como estresse hidrico, regides alagadas e diferentes
tipos de solos (Reis et al., 2021).

No tultimo trimestre de 2023 o Brasil obteve um abate de 9,05 milhdes de cabecas de
bovinos e uma producdo de 6,43 bilhdes de litros de leite (IBGE, 2024). Apenas 15% do rebanho
produzido no Brasil sdo provenientes de confinamento, com o restante distribuido nos 165,2
milhdes de hectares de pastagens que cobrem os solos brasileiros, 85% das quais sdo compostas
por plantas do género Urochloa (Santos, 2022).

Entre as 110 espécies do género Urochloa, as mais utilizadas como plantas forrageiras sao
Urochloa brizantha, Urochloa decumbens, Urochloa ruziziensis e Urochloa humidicola. Dessas
quatro forrageiras citadas, U. ruzizensis ¢ a Unica espécie exclusivamente sexual e diploide. O
interesse e uso por essa espécie de braquiaria esta em expansao devido ao seu crescente uso em
sistemas de integracdo-lavoura-pecuaria. Embora U. brizantha ¢ U. decumbens sejam mais
encontradas em areas de pastagens, quando se trata de plantas de cobertura, elas nao demonstram
a mesma adaptacdo a que U. ruziziensis apresenta em sobressemeadura em plantio direto
(Embrapa, 2022).

A espécie pode ter dupla aptidao, sendo utilizada tanto para alimentacao animal, como para
cobertura de solo na entressafra. Uma vantagem adicional do capim-ruziziensis ¢ sua sensibilidade
a herbicidas. Essa caracteristica facilita a dessecagdo, permitindo que o produtor utilize doses
menores de dessecantes antes do plantio direto, o que acarreta reducdo no custo de produgdo.
(EMBRAPA, 2022).

Aproximadamente 17 milhoes de hectares sdo cultivados em sistema de integracao lavoura-
pecudria-floresta (ILPF) no pais, e estima-se que esse valor possa chegar a 48 milhdes de hectares,
abrangendo areas improdutivas, como aquelas com pastagens degradadas (EMBRAPA, 2020). A
area de pastagens no Brasil ¢ de aproximadamente 177 milhdes de hectares, dos quais
aproximadamente 60% possuem sinais de degrada¢do ou degradacao severa (UFG, LAPIG, 2022).
Estudos recentes estimam que aproximadamente 28 milhdes de hectares dessas areas tém alto

potencial para produgio agricola (Bolfe et al., 2024). E possivel que a incorporagdo dessas areas



para agricultura potencialize a utilizacao de braquidria ruziziensis em sistemas integrados € como
planta de cobertura, com aumento de demanda por materiais indicados para nichos especificos.

Mesmo havendo langamento de novas cultivares de gramineas forrageiras tropicais, nestas
ultimas décadas os ganhos genéticos por ciclo de selecdo tém sido pequenos em comparagdo aos
ganhos genéticos de grandes culturas. Dados na literatura que quantifiquem taxas de ganho
genético em programas de melhoramento de forrageiras tropicais sdo limitados. Entretanto,
considerando-se o tempo necessario por ciclo de selecdo (entre 2 e 3 anos), um aumento nas taxas
de ganho genético poderia ser obtido por meio da utilizagdo de metodologias que reduzam o tempo
dos ciclos, fazendo a selecdo precoce de individuos superiores para novos cruzamentos.
Recentemente, metodologias baseadas em sele¢do gendomica, que aliam informagdes genotipicas e
fenotipicas para caracteristicas de controle genético complexo, que envolvem a interagdo de varios
genes, tém sido aplicadas em diferentes culturas agronomicas, como o milho (Sime@o et al., 2021).

A aplicagdo dessas metodologias ja tem acontecido na rotina de programas de
melhoramento de commodities como soja e milho, além de programas de melhoramento genético
animal. Sua aplicacdo em melhoramento de forrageiras depende da disponibilidade de ferramentas
moleculares de baixo custo, além de informagao fenotipica de alta qualidade para caracteristicas
de interesse dos programas, como produtividade de forragem, qualidade bromatoldgica e
produtividade de sementes (Simedo et al., 2021).

A caracterizagdo morfologica ¢ a maneira mais pratica de avaliar a diversidade genética
que esta presente nos recursos genéticos disponiveis para uma determinada espécie, como base
para a condugdo de programas de melhoramento vegetal. Além disso, a caracterizagao morfologica
pode complementar a caracterizagdo agrondmica, contribui para agregar informagdes a respeito de
classificagdo, descricdo e caracterizacdo do material conservado e mantido em bancos de
germoplasma (Oliveira, 2018).

Entretanto, caracteristicas agrondomicas podem ser influenciadas por fatores ambientais e
do estagio de desenvolvimento da planta. A caracterizagcdo molecular tem como vantagem o fato
que, independentemente das condi¢des ambientais, 0 DNA apresentard consideraveis niveis de
polimorfismo que possibilitam o detalhamento da estrutura genética da populagdo (Williams et al.,
1990).

Este trabalho se insere no contexto de projetos da Embrapa que tém por objetivo a
implementagdo de uma rotina de selecdo gendmica no programa de melhoramento de U.
ruziziensis. Para isso, ¢ necessario que sejam validados marcadores moleculares desenvolvidos
para a espécie, e que dados fenotipicos de uma populacdo de treinamento sejam obtidos e
analisados. Este projeto apresenta a genotipagem de acessos do banco ativo de germoplasma e a

caracterizacao fenotipica de uma populacdo de U. ruziziensis.



HIPOTESES

Existe diversidade genética suficiente em uma populacdo de U. ruzizensis que podera
proporcionar ganhos genéticos expressivos para caracteristicas de interesse em programas de
melhoramento genético da espécie.

A diversidade genética existente na populagdo, se acessada via competicao de familias de
meios-irmaos de U. ruziziensis, podera trazer ganhos reais na sele¢do entre familias para maiores

produtividades de forragem e de sementes.

OBJETIVOS
Objetivo Geral

Caracterizar uma populagdo de U. ruziziensis com fundamento em descritores
morfoldgicos, agronomicos e moleculares, por meio de avaliagdo de genotipos, além de parentais
e familias de meios-irmaos desenvolvidos a partir de genotipos da colegdo de base da Embrapa,

como base metodologica para subsequente sele¢do gendmica no melhoramento da espécie

Objetivos Especificos
e C(Caracterizar a diversidade e estrutura genética de acessos de U. ruziziensis
com base em marcadores moleculares.
e Realizar a caracterizagdo morfoldgica e agrondmica de parentais e suas
familias de meios-irmaos para producao de forragem e valor nutricional.
e Realizar a caracterizagdo da produtividade e qualidade de sementes dos

parentais das familias de meios-irmaos superiores.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Braquiaria (Urochloa syn. Brachiaria)

Originario do continente africano, o género Urochloa (syn Brachiaria) pertence a familia
Poaceae, subfamilia Panicoideae, tribo Paniceae, subtribo Melinidinae. Essas plantas
monocotiledoneas (Ferreira et al., 2021) estdo presentes na maior parte das pastagens que cobrem
o solo do territorio nacional. No Cerrado brasileiro ¢ possivel observar aproximadamente 85% de
pastagens oriundas deste género (Valle et al., 2009; Neves et al.,2018).

Distribuidas nos trépicos, com diferentes tipos de reproducao e ploidias, as gramineas do
género Urochloa compreendem cerca de 110 espécies. No Brasil, ocorrem aproximadamente 15

espécies, sendo que sete delas (U. brizantha, U. ruziziensis, U. decumbens, U. humidicola, U.
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dictyoneura, U. vittata e U. radicans) foram introduzidas no pais a partir do final da década de 70
e inicio da de 80 do século XX. Outras trés espécies foram introduzidas, porém sdo consideradas
naturalizadas devido a sua introdugdo ainda no periodo colonial (U. extensa, U. purpurascens e U.
plantaginea) e cinco sdo nativas (U. adspersa, U. fasciculata, U. mollis, U. reptans e U.
venezuelae). Entretanto, do ponto de vista agrondmico, as mais utilizadas sao U. brizantha, U.
decumbens, U. ruziziensis ¢ U. humidicola (Valle et al., 2022; Sendulsky,1977).

Urochloa brizantha é bastante conhecida devido a U. brizantha cv. Marandu, cultivar com
ampla utilizacdo no Brasil, com boa adaptacdo a diferentes condi¢des de cultivo. Ela possui
resisténcia as cigarrinhas das pastagens, se adapta bem aos solos do Cerrado, tem adequado valor
nutricional, boa producdo de sementes viaveis, elevada produgao de matéria verde e boa
capacidade de rebrota (Pereira, 2019). Urochloa decumbens apresenta plantas de porte mais
prostrado, com folhas lanceoladas com expressiva pilosidade, suporta o pisoteio, mas ¢ suscetivel
a cigarrinha das pastagens (Da Silva, 2019). Urochloa ruziziensis detém boa capacidade de rebrota,
producdo de palhada e valor nutricional, sendo utilizada principalmente em sistemas de integragao
lavoura-pecuaria-floresta (ILPF) (Martins, 2013). Sua utilizagdo em pastagens ¢ limitada também
pela suscetibilidade as cigarrinhas das pastagens. Urochloa humidicola € tolerante a solos
encharcados e pode ser utilizada em consorciagdo com outros materiais, como por exemplo
amendoim forrageiro (Arachis pintoi) (Sales et al., 2020).

Programas de melhoramento de braquiaria procuram selecionar plantas e obter hibridos que
combinam caracteristicas desejaveis, como melhor produtividade, elevado teor nutricional,
adaptagdo a solos acidos, resisténcia as cigarrinhas-das-pastagens e a outras pragas e doencas
(Valle et al., 2004).

A maioria das espécies de Urochloa utilizadas como forrageiras sdo apomiticas e
poliploides. Elas produzem sementes clones da planta-made, e apresentam mais de duas copias do
nimero basico de cromossomos. Esses fatores tornam seu melhoramento mais complexo,
dependendo do cruzamento com materiais sexuais para acessar a diversidade genética contida em
genoétipos apomiticos (Araujo et al., 2005). A U. ruzizensis, por ser uma braquidria exclusivamente
sexual, ¢ utilizada como base para a geracdo de novas cultivares (Valle et al.,1990). O niimero
basico de cromossomos para o género Urochloa ¢ n =9, e o cruzamento entre diferentes espécies
foi possivel nos programas de melhoramento a partir da duplicacdo do nimero de cromossomos

(tetraploidizagdo artificial), transformando U. ruziziensis 2n = 2x = 18 em 2n = 4x = 36).

Braquiaria ruziziensis (U. ruziziensis)
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U. ruziziensis, que também pode ser chamada de capim-ruziziensis ou Brachiaria
ruziziensis, ¢ uma espécie diploide e alégama, o que a diferencia das demais espécies desse género
utilizadas como plantas forrageiras.

Essa graminea apresenta valores nutricionais adequados com cerca de 14% de proteina
bruta (PB), 70% de digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e 60% de fibras em detergente
neutro (FDN). A producao de sementes ¢ uniforme, com florescimento somente uma vez por ano
(Souza Sobrinho et al., 2022) e bom desenvolvimento em ambientes com fertilidade média e alta.
Apresenta boa capacidade de rebrota logo no inicio do periodo chuvoso, baixa tolerancia a umidade
e aceitavel tolerancia ao frio (Martins, 2013).

O capim ruziziensis possui baixa tolerancia a seca e suscetibilidade a cigarrinha das
pastagens. E uma planta cespitosa, cujas folhas, geralmente, tém alta pilosidade e sdo macias.
Possui racemos largos, espiguetas bisseriadas, raquis achatada, larga e alada (Jungmann, 2009).
Proporciona aroma peculiar que remete ao odor do capim gordura (Melinis minutiflora). E
morfologicamente parecida com U. decumbens, levando a problemas na identificacdo entre essas
duas espécies. A diferenca entre elas pode ser observada nas folhas, pois em U. ruziziensis as folhas
sdo decumbentes e muito pilosas com suas bordas onduladas, enquanto em U. decumbens as folhas
sdo eretas, a margem plana e possuem baixa pilosidade em comparacao a U. ruziziensis (Machado
et al., 2013).

A espécie apresenta densa cobertura de solo, o que confere utilizagdo tanto em pastagens
como também em cultivos consorciados com plantas anuais, em Sistemas de Plantio Direto (SPD)
e Integragdo lavoura-pecudria-floresta (ILPF), resultando em boa forma de sequestro de carbono,
fixacdo de nitrogénio no solo, acimulo de matéria organica e maior produtividade nas lavouras,
além de controlar a incidéncia de plantas daninhas, pois a palhada produzida as abafa (Ceccon,
2013).

A producao média de massa de forragem total de U. ruziziensis em periodo chuvoso, de
novembro a abril, chegou em torno de 3.800 kg/ha em comparagdo com o capim-marandu que
apresentou uma média de 4.410 kg/ha. Em periodos secos, a quantidade de matéria seca variou de
aproximadamente 500 kg/MS/ha, em maio, para aproximadamente 1.500 kg/MS/ha em agosto. O
capim-ruziziensis possui maior propor¢ao de folhas verdes em comparacao com a quantidade de
material morto, em época de seca, obtendo como beneficio um maior desempenho de animais

quando entram na palhada ap6s o periodo de safra (Paciullo et al., 2021).

Caracterizacao Molecular
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A variabilidade genética ¢ a presenca ou a geracao de diferencas genéticas em organismos
ou populagdes. A variabilidade possibilita o avanco genético, permitindo estabelecer caracteristicas
mais vantajosas do ponto de vista evolutivo nas proximas geragdes (Ferreira e Grattapaglia,1996).

Marcadores moleculares sdo fenotipos moleculares observaveis, cuja origem estd em um
segmento de DNA identificado, podendo ou nao corresponder a uma regido expressa ou
regulatdria. Eles facilitam o entendimento acerca da taxonomia vegetal, tendéncias evolutivas e
genética. Os avangos cientificos no desenvolvimento e uso de marcadores moleculares permitiram
a aplicacdo dessas ferrramentas em apoio ao processo de melhoramento genético, com aumento de
precisdo e poder (Faleiro, 2007). Marcadores moleculares sao de grande importancia em pesquisas
que dao suporte a programas de melhoramento (Lee et al., 2016). Eles fornecem acesso direto a
informagdo genética e sdo uteis para estimar a diversidade genética, identificacdo de
contaminantes, mapeamento genético e identificagdo de parentais (Ahn et al., 2018).

Os tipos de marcadores moleculares existentes diferem na tecnologia utilizada, no custo,
na capacidade de detectar variagdo interindividual, facilidade de uso, reprodutibilidade e
consisténcia (Milach, 1998). Ainda, marcadores moleculares t€ém como vantagem em relagdo ao
marcador agronomico, a possibilidade de serem utilizados em estagios iniciais de desenvolvimento
da planta (Ferreira e Grattapaglia,1996). Portanto, ¢ a simplicidade e a reprodutibilidade de um
marcador que o faz ser preferivel em um trabalho (Borém et al., 2021).

A utilizagcdo de marcadores moleculares associados a um gene de interesse ¢ importante na
selegao de genotipos de resisténcia, principalmente quando estudos de melhoramento visam
introduzir dois ou mais genes de resisténcia, quando a determinacgdo fenotipica ¢ complexa ou
quando o processo de avaliacdo requer alguma outra caracteristica em especifico (Lanza et al.,
2000).

A caracterizacdo molecular dos acessos que constituem bancos de germoplasma, tal como
a determinagdo da diversidade genética e/ou das distancias genética entre os acesoss, sao atividades
fundamentais no manejo dessas cole¢des, cuja finalidade ¢ a identificacao e sele¢ao de individuos
com caracteristicas de interesse aos programas de melhoramento (Sudré et al., 2010).

Dentre os tipos de marcadores moleculares disponiveis, os marcadores SNP (single
nucleotide-polymorphism) t€m sido cada vez mais aplicados na andlise genética de plantas por
apresentar vantagens significantes como codominancia, multialelismo, alta frequéncia e

distribuicdo aleatoria no genoma, além de alto polimorfismo (Buso et al., 2016).

Marcador SNP - Single Nucleotide Polymorphism
Marcadores SNP (single nucleotide polymorphism) sdo modificagdes simples, em uma
unica base nitrogenada (G, C, A ou T) que podem ser percebidas na sequéncia de DNA quando
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comparamos uma em relacao a outra. O primeiro relato da existéncia de SNPs no genoma humano
foi no final da década de 80 (Orita et al.,1989). Desde esse periodo até a atualidade, a descoberta
de SNPs que afetam a atividade bioldgica tem sido cada vez mais frequente, devido aos avangos
tecnologicos e metodoldgicos que tornaram a obtengdo de dados gendmicos mais acessivel em
grande escala para determinada espécie, seja ela vegetal ou animal. Assim, as informagdes geradas
facilitam a andlise gendmica em varios niveis como na identificagdio de SNPs funcionais
associados aos seus respectivos fendtipos (Martins, 2010).

Os SNPs apresentam-se como polimorfismos tetralélicos, trialélicos € como € mais comum de ser
encontrado: polimorfismos bialélicos (Brookes, 1999). Esse tipo de marcador possui alta
frequéncia nos organismos vegetais e animais, sendo relatada em genoma vegetal uma propor¢ao
de 1 marcador SNP para 100 a 300 pares de base (pb) e em humanos 1 snp a cada 1250 (pb) (Gupta
et al., 2001). Sua principal vantagem ¢ a identificacdo de um maior nimero de polimorfismos entre
alelos de determinado gene. Como ponto negativo pode-se elencar a necessidade de um
conhecimento inicial da sequéncia do gene de interesse e o custo ou infraestrutura despendido nas
etapas do sequenciamento dos fragmentos de DNA (Faleiro, 2007).

Marcadores SNPs associados com microssatélites foram utilizados por Rabello (2017) para
construgdo do primeiro mapa genético de Panicum maximum, o que pode contribuir para a rapidez
e a assertividade dos programas de melhoramento para a espécie. Os marcadores SNPs possibilitam
a constru¢ao de mapa molecular que faz uso de grande quantidade de marcadores em um pequeno
espaco de tempo (Ramalho et el., 2021).

O sequenciamento de pequenos fragmentos (short reads) baseado em tecnologia Illumina
permitiu o desenvolvimento de centenas de marcadores moleculares do tipo microssatélite para U.
ruziziensis (Silva et al., 2013). Um conjunto de painéis multiplex contendo 15 marcadores foi
utilizado para uma avaliagdo da diversidade e estrutura genética de acessos de U. ruziziensis
coletados oringalmente na Africa e no Brasil (Pessoa-Filho et al., 2015). Dados de sequenciamento
de pequenos fragmentos também foram utilizados para sequenciar o genoma de cloroplasto das
quatro principais gramineas do género Urochloa (U. brizantha, U. decumbens, U. humidicola e U.
ruzizensis), para uma andlise filogendmica com base em montagens de genoma plastidial
completas. Marcadores microssatélites, SNPs e InDels nos genomas plastidiais foram identificados
e puderam demonstrar a relagdo filogenética e estimar o tempo de divergéncia entre essas quatro

espécies (Pessoa-Filho et al., 2017).

Caracteriza¢cao Morfologica e Agrondmica
A diversidade genética baseia-se na variagao genética que pode existir entre espécies de um
mesmo género, entre individuos ou cultivares de uma espécie, abrangendo os seus ancestrais nao
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domesticados (Guerra et al.,1998). A caracterizagao morfoldgica desempenha um papel crucial na
conservagao dos recursos genéticos, pois ¢ a forma mais simples de elencar a diversidade genética
presente nas bases de conservagdo de recursos genéticos. Através do conhecimento destes
descritores ¢ possivel colaborar com programas de melhoramento de plantas e ainda complementar
a caracterizagdo agrondmica agregando informagdes a respeito da classificagdo e descricao do
material preservado (Oliveira,2018).

A caracterizacdo morfoldgica, de modo geral, deve ser realizada com base em descritores
que ndo variam muito com as condigdes ambientais, ou seja, caracteres qualitativos
(Oliveira,2018). Como exemplo na morfologia da planta, podem ser citados pilosidade, forma da
folha, porte da planta, forma da raquis e posicao de sementes na raquis. Em U. ruziziensis ¢ comum
observar colmos geniculados, decumbentes, radicantes nos nés inferiores, nés compridos, de cor
escura e glabros, entrends glabrosos ou pilosos que podem medir de 7 até 13 cm de comprimento,
inflorescéncia com racemos bilaterais que podem ser de trés até nove ramificagdes primarias,
ascendentes, arqueadas, alternas distantes umas das outras, terminando com uma espigueta
rudimentar (Valle et al., 2022).

Descritores morfologicos com boa capacidade de discriminagdo também sdo essenciais no
processo de registro de cultivares no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Uma
andlise da correlagdo entre caracteristicas morfoldgicas e sua capacidade de diferenciacdo entre
gendtipos avancados do programa de melhoramento de U. ruziziensis da Embrapa indicou que
altura de planta, comprimento da bainha, ¢ nimero de racemos por inflorescéncia contribuiam
pouco para a distingdo entre gendtipos (Rezende et al., 2016). Os fen6tipos com maior contribui¢ao
relativa para diferenciacdo foram comprimento do eixo da inflorescéncia, comprimento do racemo

basal, comprimento do eixo da inflorescéncia e comprimento de folha (Rezende et al., 2016).

Diferentes descritores podem ser considerados para realizacdo de uma caracterizagao
agrondmica, a partir da selecdo daqueles que melhor representam a variabilidade na planta de
interesse (Oliveira, 2018). A obtengao de materiais mais resistentes a pragas, doengas € com maior
producdo e teor nutricional depende da presenga de variabilidade para essas caracteristicas (Faleiro
et al., 2011).

Pinto et al. (2021) estimaram, entre outras variaveis, a producao de matéria seca (PMS),
qualidade de forragem e a altura de 10 clones melhorados de braquidria ruziziensis, onde a altura
média de oito deles foi de 71,63 cm. Caracterizagdo agronomica também foi realizada em feijao
caupi, onde utilizaram 12 variedades para avaliar altura de planta, peso e comprimento de vagens,
peso de vagens, numero de graos por vagem, peso de 100 graos e indice de graos e produtividade

(Gomes et al., 2020).
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Qualidade bromatolégica de U. ruziziensis

A qualidade bromatoldgica de um material refere-se aos teores nutricionais que ele possui.
Dentro desses teores, ¢ possivel mensurar a energia que serd absorvida pelo animal. O valor
nutricional e a composi¢ao quimica variam consideravelmente entre diferentes forrageiras devido
a diversidade genética, mesmo quando cultivadas no mesmo ambiente (Hoveland e Monson,
1980).

O consumo de forragem pelo animal estd diretamente relacionado aos teores de fibras em
detergente neutro (FDN), que representa a parte fibrosa da planta composta por celulose,
hemicelulose e lignina. A palatabilidade, ou seja, o grau de aceitagdo do capim pelo animal,
também influencia no consumo. Quanto mais palatavel o capim, maior serd o seu consumo. Os
teores de proteina bruta (PB) e a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) estdo associados
a qualidade da forragem (Acioly e Perazzo, 2022).

Braquidria ruziziensis destaca-se por apresentar os mais elevados valores bromatologicos
quando comparada a outras espécies do mesmo género. Essa forrageira exibe alto teor de Proteina
Bruta (PB), alta digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e baixo teor de fibras. A producao
de matéria seca atinge cerca de 3,15 toneladas por hectare (Souza Sobrinho et al., 2011), um pouco
abaixo das 4,41 toneladas por hectare para as cultivares U. brizantha Marandu e U. decumbens
Basilisk.

Relatos sobre clones melhorados de U. ruziziensis indicam que a produtividade de Matéria
Verde (MV) dessa espécie pode alcancar de 3,0 e 4,0 kg por planta. Esse desempenho, observado
entre dezembro de 2020 a junho de 2021, foi superior aos observados pelas cultivares U.
decumbens Basilisk e U. brizantha Marandu (Pinto et al., 2021).

Os valores percentuais médios para a planta inteira de U. ruziziensis podem atingir 6,6%
para Proteina Bruta (PB), 76,5% para Fibras em Detergente Neutro (FDN), 39,9% para Fibras em
Detergente Acido (FDA), e 57,8% para Digestibilidade in vitro da Matéria Seca (DIVMS) (Souza
Sobrinho et al., 2011).

Produtividade e qualidade de sementes

Além da importancia dos aspectos morfoagrondmics e bromatologicos, ¢ crucial
compreender a produtividade e qualidade das sementes. Isso se torna indispensavel para garantir
ndo apenas a qualidade nutricional, mas também a capacidade da forrageira em ser uma boa
produtora de sementes, evitando que uma baixa disponibilidade de material propagativo afete seu

custo de obten¢ao no mercado.
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O exame da qualidade das sementes engloba uma abordagem abrangente, avaliando
diferentes aspectos relacionados as caracteristicas genéticas, fisicas, sanitarias e fisiologicas. No
que diz respeito a qualidade genética, destaca-se a pureza varietal como foco, assegurando a
auséncia de mistura de variedades nos campos de producdo de sementes para evitar possiveis
interferéncias na produtividade e misturas varietais que podem comprometer a comercializagcao do
lote de sementes.

Na esfera fisica, a andlise concentra-se na propor¢do de material inerte e sementes
contaminantes presentes em cada lote de sementes.

A qualidade sanitaria refere-se a identificagao de sementes infestadas ou contaminadas, que
podem servir como veiculos para a dissemina¢do de pragas e doencas, conforme destacado por
Borba et al. (1995).

A qualidade fisiologica das sementes € crucial, refletindo a capacidade dessas sementes em
desempenhar fungdes vitais. Elementos como vida util, germinag¢do e vigor desempenham um
papel critico, exercendo influéncia direta na implantagdo e estabelecimento de novas areas no
campo a partir dos lotes de sementes comercializados (Schuch et al., 2009). Garantir a robustez
dessas caracteristicas ¢ fundamental para o sucesso da semeadura ¢ o desenvolvimento saudavel
das plantas ao longo do ciclo de cultivo. Assim, a avaliagdo abrangente desses diversos atributos
contribui para a sele¢do e utilizacdo de sementes de Urochloa ruziziensis de alta qualidade,
otimizando os resultados na produgdo agricola.

Nos tltimos anos, a expansao da area destinada a producao de sementes de U. ruziziensis
no Brasil, ultrapassando 30.000 hectares em 2016/2017, destaca a relevancia da implantacao de
pastagens através de sementes (Landau et al., 2020). Dados do Sistema de Gestdo de Fiscalizagdo
(SIGEF, 2024), para o controle da produ¢do de sementes e mudas, indicam que entre os anos de
2022 e 2023 os campos de producdo de sementes inscritos para U. ruziziensis somaram
aproximadamente 67.000 hectares (SIGEF, 2023). A producdo de sementes de gramineas
forrageiras enfrenta desafios como baixa produtividade, alto percentual de sementes vazias e
dificuldades relacionadas a colheita, como dessincronizagao de florescimento, desuniformidade na
maturacdo e degrana, especialmente em espécies do género Urochloa (Custdédio et al., 2012;
Martins e Silva, 2003). Além disso, mecanismos de dorméncia prejudicam a germinacao e o vigor
das sementes, exigindo um planejamento cuidadoso desde a semeadura até a colheita (Brandao et
al., 2021).

Apesar do florescimento concentrado da U. ruziziensis, a produtividade de sementes vidveis
poderia ser maior devido a presenca de sementes vazias (sem cariopse) (Seiffert, 1980). A literatura

revela poucos estudos sobre o indice de esterilidade de espiguetas em capim braquidria, embora
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seja reconhecido que isso impacta a produgao e a qualidade das sementes, variando de acordo com
a espécie, genotipo e localidade do campo de produgao de sementes (Carmona et al., 1999).
Diversos testes sao empregados para estimar a qualidade fisioldgica de sementes, incluindo
testes de germinagdo, envelhecimento acelerado, vigor e teste de tetrazolio (Garcia e Coelho,
2021). Analises fisiologicas, como grau de umidade, classificagao de cor do tegumento, massa de
mil sementes, emergéncia de plantulas, primeira contagem de germinagao e indice de velocidade
de germinagdo, também sdo consideradas para avaliar essa qualidade (Dos Santos Ferreira et al.,

2020).
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CAPITULO 1. DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA DE ACESSOS DE
UROCHLOA RUZIZIENSIS GENOTIPADOS COM MARCADORES SNPS
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Diversidade e estrutura genética de acessos de Urochloa ruziziensis genotipados com
marcadores SNPs
Erika Moreira dos Santos®; Orzenil Bonfim da Silva Janior?;, Marcio Elias Ferreira?; Dario
Grattapaglia;, Marco Pessoa-Filho®

"Universidade de Brasilia; 2Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia; *Embrapa Cerrados
Resumo: O género Urochloa ocupa a maior area cultivada destinadas a pastagem no Brasil.
Urochloa ruziziensis ¢ uma espécie diploide e alogama, com ampla utilizagdo em sistemas de
integragdo lavoura-pecudria-floresta. A Embrapa conduz um programa de melhoramento de
braquidria ruziziensis, com foco no desenvolvimento de cultivares adaptadas aos sistemas de
producgdo do pais. Este trabalho tem por objetivo analisar a diversidade e estrutura genética de
acessos do banco de germoplasma de U. ruziziensis, utilizando marcadores SNP incluidos em um
arranjo Illumina Infinium. Aproximadamente 1.200 marcadores SNPs distribuidos nos 9
cromossomos de U. ruziziensis foram utilizados para genotipar 96 individuos de 11 acessos do
banco de germoplasma da Embrapa e da cultivar Kennedy. A extragdo de DNA foi realizada a
partir de tecido foliar jovem, seguindo protocolo CTAB com lavagem com sorbitol. Analises de
diversidade nucleotidica, similaridade genética, extensdo do desequilibrio de ligagdo e
agrupamento foram realizadas com os programas TASSEL 5, PLINK 1.9 e com os pacotes R ade4
e adegenet. Trés marcadores nao apresentaram nenhum resultado, o que representa um call rate de
99,7% para o total de 1.252 marcadores selecionados no arranjo. Apos filtragem para um call rate
de 95% (maximo de 5% de dados faltantes), 1.081 SNPs foram mantidos. O coeficiente de
diversidade nucleotidica (r) apresentou um valor de 0,40. A estimativa de diversidade genética de
Watterson (6w) apresentou um valor de 0,20. O teste D de Tajima apresentou um valor de 3,69. A
analise discriminante de componentes principais (DAPC) indicou uma estruturacdo dos acessos
em 3 grupos. A estimativa média de desequilibrio de ligagdo #° foi de 0,02, com declinio para
valores menores que 0,2 em cerca de 35 kpb. Este € o primeiro relato de estimativas de diversidade
genética em escala gendomica e extensdo do desequilibrio de ligacdo com bases em variantes
simples em U. ruziziensis. As informa¢des podem embasar a tomada de decisdo na conservagao
de recursos genéticos, necessidade de novas coletas ou intercambio de acessos entre colegdes, além
da defingdo do numero de locos necessarios para calibragdo de modelos de selecao gendmica ou

estudos de associacao.

Termos para Indexacio: banco de germoplasma, braquiaria, genotipagem, melhoramento.

Abstract: The genus Urochloa (brachiaria grasses) occupies the highest percentage of cultivated

areas destined for pasture in Brazil. Urochloa ruziziensis is a diploid and allogamous species,
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widely used in integrated crop-livestock-forestry systems. Embrapa conducts a Brachiaria
ruziziensis breeding program, focusing on the development of cultivars adapted to the country's
production systems. This work aims to analyze the diversity and genetic structure of accessions
from the germplasm bank of U. ruziziensis, using SNP markers included in an Illumina Infinium
array. Approximately 1,200 SNPs markers distributed on the 9 chromosomes of U. ruziziensis were
used to genotype 96 individuals from 11 accessions from the Embrapa germplasm bank and the
Kennedy cultivar. DNA extraction was performed from young leaf tissue, following the CTAB
protocol with sorbitol washing. Analyzes of nucleotide diversity, genetic similarity, extent of
linkage disequilibrium and clustering were performed using TASSEL 5, PLINK 1.9 and R ade4
and adegenet packages. Three markers did not show any results, which represents a call rate of
99.7% for the total of 1,252 markers selected in the arrangement. After filtering to a call rate of
95% (maximum 5% missing data), 1081 SNPs were retained. The nucleotide diversity coefficient
m presented a value of 0.40. Watterson's estimate of genetic diversity (6w) presented a value of
0.20. Tajima's D test showed a value of 3.69. The discriminant analysis of principal components
(DAPC) indicated a structuring of the accessions in 3 groups. The mean estimate of linkage
disequilibrium 7 was 0.02, with declines to less than 0.2 at about 35 kbp. This is the first report of
genomic-scale estimates of genetic diversity and extent of linkage disequilibrium with baes in
single variants in U. ruziziensis. The information can support decision-making in the conservation
of genetic resources, the need for new collections or exchange of accessions between collections,
as well as the determination of the number of loci required for calibrating genomic selection

models or association studies.

Keywords: germplasm bank, brachiaria, genotyping, breeding.
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INTRODUCAO

Os capins do género braquidria ocupam a maior area cultivada destinadas a pastagens no
Brasil. Existem cerca de 165 milhdes de hectares de pastos no pais e 85% delas estdo plantadas
com gramineas do género Urochloa. Oriundo do continente Africano, este género abrange cerca
de 110 espécies, sendo que as espécies mais cultivadas no Brasil sdo Urochloa brizantha, Urochloa
decumbens, Urochloa ruziziensis € Urochloa humidicola, respectivamente (Valle et al., 2022).

U. ruziziensis ¢ uma espécie diploide e tem modo de reproducao sexual, adequado valor
nutricional (cerca de 14% de proteina bruta - PB, 70% de digestibilidade in vitro da matéria seca
- DIVMS e 60% de fibras em detergente neutro - FDN), producdo de sementes uniforme (Souza
Sobrinho et al., 2022) e se desenvolve bem em ambientes com fertilidade variavel entre média e
alta. Apresenta boa capacidade de rebrota logo no inicio do periodo chuvoso, baixa tolerancia a
umidade e aceitavel tolerancia ao frio (Martins, 2013). O capim ruziziensis apresenta densa
cobertura de solo, o que confere ampla utilizacdo em sistemas de integracdao lavoura e pecudria,
principalmente pela boa produ¢do de palhada e facil dessecacao (Souza Sobrinho et al., 2022).

Os programas de melhoramento de braquidria ruziziensis na Embrapa tém foco no
desenvolvimento de cultivares adaptadas aos sistemas de produgdo do pais buscando individuos
com maior produtividade e qualidade de forragem. O desenvolvimento de recursos gendmicos
para apoio ao programa de melhoramento de U. ruziziensis, como, por exemplo, o primeiro
genoma em escala cromossomica para a espécie (Pessoa-Filho,2021) tem sido utilizado como base
para a descoberta de SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), variagcdes simples de um Unico
nucleotideo, que possam ser incluidos em painéis ou arranjos de genotipagem customizados.

Marcadores moleculares sdo de grande importincia em pesquisas que dao suporte a
programas de melhoramento (Lee et al., 2016). Esses marcadores fornecem acesso direto a
informacao genética e sdo uteis para estimar a diversidade genética, triagem suplementar,

mapeamento genético e identificagao dos parentais (Ahn et al., 2018).
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Adicionalmente, esses marcadores podem ser utilizados para caracterizagdo molecular dos
acessos que constituem bancos de germoplasma, tal como a determinacao da diversidade genética
e/ou das distancias entre eles, sao atividades fundamentais no manejo dessas colecdes, cuja
finalidade ¢ a identificacdo e sele¢do de individuos com caracteristicas interessantes, pois essa
caracterizacdo consiste em avaliar dados para apresentar, detectar e distinguir acessos dentro de
espécies, classes ou categorias (Sudré et al., 2010).

Este trabalho tem por objetivo analisar a diversidade e estrutura genética de acessos do

banco de germoplasma de U. ruziziensis, utilizando marcadores SNPs.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria — Embrapa
Cerrados, onde as plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo e com aproximadamente 30 dias
apo6s emergéncia foi coletado tecido foliar jovem. As folhas foram coletadas com tesoura e em
seguida enroladas em papel aluminio, colocadas dentro de um envelope de papel e depositadas em
um isopor com gelo, para transporte ao laboratdrio.

Extracao de DNA

Inicialmente foi preparado todo o material que seria utilizado para realizar a atividade,
como identificagdo de microtubos, envelope e preparo das solu¢des: EDTA 0,5 M pH 8,0 (4cido
etilenodiaminotetracético), NaCl 3 M (cloreto de sodio), Tris-HCL 1M pH 8,0, Acetato de Sédio
entre outros.

Foi utilizado o Protocolo de Extracdo de DNA de plantas, com lavagem com Tampao de
Sorbitol e extracdo com 3X CTAB de Inglis et al. 2018, com modificagdes descritas a seguir.

O tecido foliar foi cortado e colocado em criotubo com peso entre 100 e 120 mg e
acrescentou-se esferas metalicas a fim de facilitar a maceragdo. Em seguida foi aadicionado 1 mL

de Tampao de Sorbitol 0,35 M e levado para macerar no equipamento BioSpec por 3 ciclos de 20
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segundos. Depois de triturada a amostra foi levada para centrifugacao a 12.000 rpm por 5 minutos
e apos isso, com o auxilio da pipeta descartou-se o sobrenadante.

Foram adicionados 700 microlitros (uL) de Tampao de extragdo CTAB com concentragao
de 3% (p/v), seguido de nova maceragao no agitador BioSpec, por 3 ciclos de 20 segundos com a
finalidade de misturar o tecido ao tampao. Logo em seguida, os microtubos foram incubados em
banho-maria, a 65°C por 40 minutos e durante esse periodo foram agitados a cada 10 minutos.

Apo6s esfriamento a temperatura ambiente por 10 minutos, acrescentou-se 500 uL de
cloroformio; alcool isoamilico (24:1) aos tubos, e agitou-se manualmente por 2 minutos. As
amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos.

Em um novo tubo foram transferidos 300 pL do sobrenadante sem perturbar a interface.
Foram adicionados 30 pL de acetato de sddio e 200 pL de isopropanol gelado. As amostras foram
armazenadas a -20°C overnight. No dia seguinte, o material passou por centrifugacdo a 13.000
rpm por 10 minutos. Descartou-se o sobrenadante e o corpo de fundo (pellet) foi lavado com 1 mL
de etanol 70% e centrifugado novamente por um minuto.

O etanol foi descartado e adicionou-se etanol 95% com a finalidade de retirar toda impureza
do DNA, como parede celular e outras estruturas. As amostras foram incubadas por 10 minutos e
depois levadas a centrifuga por 1 minuto. Em seguida foi retirado o etanol e deixou-se o pellet
secar em maquina secadora a vacuo por 15 minutos. Foram acrescentados 50 pL de tampao TE
contendo RNAse A a 0,Img/ml para manter apenas o DNA, em seguida, as amostras foram
incubadas por 30 minutos.

Encerrado o processo de extracdo de DNA, foi feita a verificacdo da sua qualidade, com a
quantificagdo das amostras por espectrofotometria em Nanodrop (Nanodrop 2000, ThermoFisher),
que faz a quantificacdo de acidos nucleicos e contaminantes, e por fluorimetria com a leitura no
Qubit (Qubit 4, ThermoFisher), que 1€ apenas DNA dupla fita.

As amostras passaram por eletroforese em gel de agarose a 1%, com aplicagdo de 2 puL de

DNA e 8 puL de tampao de amostra, totalizando 10 pL por poco, seguida de corrida por 80 V por
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aproximadamente 20 minutos. Certificado que houve a corrida no gel, ele foi levado para

visualizagdo na luz UV para verificacao da integridade das bandas do DNA.

Genotipagem e preparacio de dados

As amostras foram enviadas para provedor de servigo especializado (Neogene) e
aproximadamente 1.200 marcadores SNPs distribuidos nos 9 cromossomos de U. ruziziensis foram
utilizados para genotipar os 96 individuos de 11 acessos do banco de germoplasma da Embrapa e
da cultivar Kennedy.

Analise de dados

As andlises de diversidade nucleotidica e similaridade genética foram realizadas no
programa TASSEL 5 (Bradbury et al., 2007). A estimativa do desequilibrio de liga¢do foi realizada
com o programa PLINK 1.9 (Chang et al., 2015). O agrupamento das amostras foi realizado

através dos pacotes R ade4 (Thioulouse et al., 2018) e adegenet (Jombart & Ahmed, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os call rates, assim como o coeficiente de diversidade nucleotidica (Vieira, 2018),
estimativa de diversidade genética de Watterson e o teste D de Tajima sdo considerados como
controle de qualidade para a taxa de genotipagem (Bresolin,2015). Neste trabalho, trés marcadores
moleculares ndo apresentaram nenhum resultado, o que representa um call rate de SNPs, ou seja,
uma taxa de genotipagem de 99,7% para o total de 1.252 marcadores selecionados no arranjo.
Apos filtragem para um call rate para amostras de 95% (méaximo de 5% de dados faltantes), 1.081
SNPs foram mantidos.

O coeficiente de diversidade nucleotidica () apresentou um valor de 0,40, que indica que
40% dos sites nucleotidicos sdo esperados de diferirem entre dois alelos. A estimativa de
diversidade genética de Watterson (fw), medida da taxa de mutacdo em uma populagdo de
interesse, apresentou um valor de 0,20. O teste D de Tajima apresentou um valor de 3,69, o que

indica uma auséncia de alelos raros.
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A figura 1.1 apresenta a arvore de Neighbor-Joining baseada na distdncia genética de
plantas individuais de acessos ¢ a cultivar Kennedy de U. ruziziensis, obtida por marcadores SNPs.

Os grupos incluem individuos de um mesmo acesso, com algumas excecoes.
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URUZ- A14F) ~
URUZ- AT4P4 URLZANISAAE 0387
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Figura 1.1: Arvore Neighbor-Joining baseada na distancia genética de plantas individuais de

acessos e uma cultivar de U. ruziziensis, obtida por marcadores SNPs.

Na figura 1.2 € apresentada a analise discriminante de componentes principais (DAPC) que
indicou uma estruturacao dos acessos em 3 grupos. Os grupos com cores azul, amarelo e vermelho
representam os grupos 1, 2 e 3 respectivamente, que abrigaram os acessos € a cultivar Kennedy,

sendo que essa abrigou todos os seus individuos no grupo 3 em destaque vermelho.
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Figura 1.2: Analise Discriminante de Componentes Principais (DAPC) de 11 acessos e 1 cultivar

de U. ruziziensis com base em marcadores SNPs.

Na figura 1.3 ¢ possivel observar o grafico de queda do desequilibrio de ligagio (+?) que
teve uma estimativa média de 0,02, com declinio para valores menores que 0,2 em cerca de 35
Kpb em comparagdes par a par de marcadores com distancias de até1 Mpb. A linha em regressdo

em preto mostra os valores abaixo de 0,2 a partir de 35 Kpb.

( A 200000 400000 $00000 $00000 1000000
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Figura 1.3: Gréafico de queda do desequilibrio de liga¢do (+°) em comparagdo com par de

marcadores com distancias de até 1 Mpb.
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Este ¢ o primeiro relato de estimativas de diversidade genética em escala genomica e
extensao do desequilibrio de ligagdo com base em variantes simples em U. ruziziensis.
Considerando o tamanho do genoma de aproximadamente 600 Mpb para a espécie, os 1.200 SNPs
utilizados representam uma distribui¢ao média de 1 marcador para cada 500.000 pb. Os critérios
de selegdo dos marcadores incluiram somente variantes fora de regides repetitivas (que
representam metade do genoma de capim ruziziensis).

Um estudo realizado em uma colec¢do diversa de 632 linhagens puras de milho genotipadas
com 1536 SNPs apresentou valores médios de extensdo de desequilibrio de ligacdo entre 5 e 10
kbp. Esse estudo também demonstrou que os valores de extensdo de desequilibrio de liga¢do sdo
afetados pelo tamanho amostral, apresentando valores maiores para tamanhos amostrais menores

(Yan et al., 2009).

CONCLUSAO

A genotipagem de acessos de U. ruziziensis com marcadores SNP permitiu uma analise de
diversidade e estrutura genética em escala genomica, com SNPs distribuidos nos 9 cromossomos
da espécie. A diversidade nucleotidica entre os grupos de amostras (acessos € material comercial)
devera serd estimada para fins comparativos, visando avaliar se a diversidade genética de
ruziziensis comum ¢ menor quando comparada aos acessos de banco de germoplasma. Essa
informacao sera importante como apoio ao gerenciamento de bancos de gemoplasma da espécie,
orientando agdes futuras de novas coletas ou intercambio de acessos entre cole¢des. A analise de
estrutura genética dividiu os individuos em trés grandes grupos, o que pode direcionar agdes de
cruzamentos direcionados dentro ou entre grupos. Andlises de variancia molecular (AMOVA)
serdo necessarias para avaliar se as diferencas nas variancias genéticas entre grupos sao
significativas, também embasando possiveis agdes de coleta de germoplasma para uso no
programa de melhoramento. O conhecimento sobre a extensdo do desequilibrio de ligagao em

escala genomica ¢ importante na definicdo do nimero minimo de marcadores SNPs necessarios
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para estudos de associacao gendtipo-fenotipo e na calibragao de modelos de selecdo gendmica. O
conjunto de dados também permite uma analise comparativa, verificando, por exemplo, diferengas
nos padroes de diversidade e desequilibrio de ligacao entre cromossomos, ou regides genomicas

dentro de cada cromossomo.
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CAPITULO 2. PRODUTIVIDADE DE FORRAGEM E VALOR NUTRITIVO DE
FAMILIAS DE MEIOS-IRMAOS DE UROCHLOA RUZIZIENSIS*
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PRODUTIVIDADE DE FORRAGEM E VALOR NUTRITIVO DE FAMILIAS DE
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RESUMO: O melhoramento de braquidria ruziziensis (Urochloa ruziziensis) tem avangado por
meio da selecdo de familias ou individuos superiores, principalmente para produtividade de
matéria seca (PMS) e qualidade bromatoldgica. Conhecer a correlagdo genética entre esses
parametros pode direcionar estratégias que alcancem rendimentos mais exXpressivos nos programas
de melhoramento. Desta forma, o objetivo do trabalho foi avaliar a produtividade de forragem, o
valor nutritivo e estimar a correlagdo genética existente entre essas caracteristicas de duzentas
familias de meios-irmaos de U. ruziziensis. As familias foram plantadas em delineamento de
blocos casualizados com trés repeticdes e foram feitos dois cortes da parte aérea das plantas, em
um intervalo de dois meses. O peso da matéria verde de cada parcela foi registrado ainda em
campo, em seguida amostras de 400 gramas foram secas em estufa a 65°C por 72 horas para
estimar a PMS. Essas amostras foram moidas em moinho com peneira com malha de 1mm e suas
refletancias lidas via espectroscopia do infravermelho préximo (NIRS) para subsequente predi¢ao
via modelos calibrados. No total, 187 familias foram utilizadas nas analises subsequentes. ANOVA
foi utilizada para estimativas dos componentes genéticos de variancia e a herdabilidade em sentido
restrito (h?). As familias foram também agrupadas por meio da analise dos componentes principais
(PCA) e as correlagdes simples e genéticas entre as caracteristicas foram estudadas, considerando
a média dos 2 cortes. As andlises estatisticas foram realizadas em R v. 4.3.1, com os pacotes
agricolae, Ime4, car e HorRM. Houve diferenca significativa para PMS, proteina bruta (PB),
digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), fibra detergente acido (FDA), celulose (CEL) e
hemicelulose (HEMICEL) (p<0,001) e fibra detergente neutro (FDN) (p < 0,01), no entanto, ndo
houve diferenga significativa para lignina (LIG). A média geral de PMS foi de 0,515 e de 0,770
kg/parcela para as nove familias mais produtivas. A média geral de PB foi de 7,38%, e 8,52% para
as melhores familias. Para a DIVMS, a média geral foi de 63,20%, e 65,96% para as nove melhores
familias. A média geral de FDN foi de 62,81% e para as nove melhores foi de 61,3%. A média
geral de FDA foi de 33,84% e para as nove melhores foi de 32,4%. A média geral de LIG foi de
2,6% e para as nove melhores foi de 2,35%. Para CEL, a média geral ficou em torno de 31,2% e

para as melhores familias 29,8%. Para HEMICEL a média geral ficou em torno de 28,9% e as
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melhores familias ficaram com média de 28,2%. Os valores de herdabilidade em sentido restrito
de PMS, PB, DIVMS, FDN e FDA foram 0,26, 0,28, 0,37, 0,28 ¢ 0,31 respectivamente. A PCA
indicou, através das correlagdes simples, que os componentes de produtividade ndo estdo
correlacionados com os componentes de qualidade. Porém, a PMS teve correlagdo genética
positiva forte com FDN (0,74), moderada para FDA (0,67) e CEL (0,66), fraca para LIG (0,26) ¢
HEMICEL (0,23) mostrando que os componentes fibrosos tendem a aumentar em uma selecao
visando aumento de produtividade nesta populacao e uma correlagao genética negativa e forte com
PB (-0,90), e correlacdo positiva e fraca com DIVMS (0,15) demonstrando que ao selecionar
individuos para qualidade, consequentemente os teores de componentes fibrosos e a PMS
diminuem. PB apresentou correlacdo genética positiva forte com DIVMS (0,73), e negativa para
todos componentes fibrosos, (FDN -0,86, FDA -0,76, CEL -0,75, LIG -,36 ¢ HEMICEL -0,29).
DIVMS apresentou correlagdo genética negativa com LIG (-0,90), HEMICEL (-0,80), FDN (-
0,52), FDA (-0,11), mas ndo com CEL (0,00). A sele¢dao nessa populacdo para PMS pode ter um
impacto negativo nas caracteristicas de qualidade como PB e DIVMS. Por outro lado, a selecao
para teores baixos de fibra e/ou altos de PB pode aumentar a DIVMS, aumentado a qualidade
forrageira.

Palavras chaves: forrageira, associacao genética, espectroscopia, melhoramento genético.

ABSTRACT: The improvement of Brachiaria ruziziensis (Urochloa ruziziensis) has advanced
through the selection of superior families or individuals, mainly for dry matter yield (DMY) and
bromatological quality. Understanding the genetic correlation between these parameters can guide
strategies to achieve more significant yields in breeding programs. Thus, the aim of this study was
to evaluate forage productivity, nutritional value, and estimate the genetic correlation between
these characteristics of two hundred half-sibling families of U. ruziziensis. The families were
planted in a randomized block design with three replications, and two cuts of the aboveground part
of the plants were made at two-month intervals. The weight of green matter from each plot was
recorded in the field, and then samples of 400 grams were dried in an oven at 65°C for 72 hours
to estimate DMP. These samples were ground in a mill with a 1mm mesh sieve, and their
reflectances were read using near-infrared spectroscopy (NIRS) for subsequent prediction via
calibrated models. In total, 187 families were used in the subsequent analyses. ANOVA was used
to estimate the genetic components of variance, narrow-sense heritability (h?). The families were
also grouped through principal component analysis (PCA), and simple and genetic correlations
between the characteristics were studied, considering the average of the 2 cuts. Statistical analyses
were performed in R v. 4.3.1, using the agricolae, Ime4, car, and HorRM packages. There was a
significant difference for DMY, crude protein (CP), in vitro dry matter digestibility (IVDMD), acid

40



detergent fiber (ADF), cellulose (CEL), and hemicellulose (HEMICEL) (p <0.001), however, there
was no significant difference for lignin (LIG). The overall mean of DMY was 0.515 and 0.770
kg/plot for the nine most productive families. The overall mean of CP was 7.38%, and 8.52% for
the best families. For IVDMD, the overall mean was 63.20%, and 65.96% for the nine best
families. The overall mean of ADF was 62.81%, and for the nine best families, it was 61.3%. The
overall mean of ADF was 33.84%, and for the nine best families, it was 32.4%. The overall mean
of LIG was 2.6%, and for the nine best families, it was 2.35%. For CEL, the overall mean was
around 31.2%, and for the best families, it was 29.8%. For HEMICEL, the overall mean was
around 28.9%, and the best families had a mean of 28.2%. The values of narrow-sense heritability
of DMY, CP, IVDMD, ADF, and ADF were 0.26, 0.28, 0.37, 0.28, and 0.31 respectively. PCA
indicated, through simple correlations, that productivity components are not correlated with
quality components. However, DMY had a strong positive genetic correlation with ADF (0.74),
moderate for ADF (0.67) and CEL (0.66), weak for LIG (0.26), and HEMICEL (0.23), showing
that fibrous components tend to increase in a selection aiming at increasing productivity in this
population and a strong negative genetic correlation with CP (-0.90), and weak positive correlation
with IVDMD (0.15) demonstrating that when selecting individuals for quality, consequently, fiber
components and DMY decrease. CP showed a strong positive genetic correlation with [IVDMD
(0.73), and negative for all fibrous components, (ADF -0.86, ADF -0.76, CEL -0.75, LIG -0.36,
and HEMICELL -0.29). IVDMD showed a negative genetic correlation with LIG (-0.90),
HEMICELL (-0.80), ADF (-0.52), ADF (-0.11), but not with CEL (0.00). Selection in this
population for DMY may have a negative impact on quality characteristics such as CP and
IVDMD. On the other hand, selection for low fiber content and/or high CP content may increase
IVDMD, improving forage quality.

Keywords: forages, genetic correlation, spectroscopy, plant breeding

INTRODUCAO

As gramineas forrageiras possuem grande importdncia na pecudria brasileira,
principalmente aquelas pertencentes ao género Urochloa, pois estdo presentes em grandes
extensoes de dreas cultivadas e sdo representantes da maior quantidade de sementes de forrageiras
comercializadas no pais (Valle et al., 2022).

A Urochloa ruziziensis, espécie com alto valor nutritivo, tem sido amplamente utilizada

tanto em pastagens solteiras como em sistemas de integragdo lavoura pecudria e floresta no Brasil.
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Produz grande quantidade de palhada, descompacta solos, apresenta bons niveis nutricionais e
sensibilidade a herbicidas, o que permite a utilizacdo de menores doses na dessecacao previamente
a semeadura de culturas. Em épocas de chuvas, o capim ruziziensis apresenta boa capacidade de
rebrota e rapido estabelecimento. Além disso, possui boa cobertura de solo, capacidade de
consorciagdo com leguminosas, florescimento concentrado e boa produtividade de sementes
(Valle et al., 2022).

A espécie ¢ alogama e diploide com 2n=2x=18 cromossomos. No melhoramento genético,
a U. ruzizensis ¢ tetraploidizada e utilizada em cruzamentos com outras espécies apomiticas do
género para aumentar a variabilidade genética e selecionar hibridos apomiticos superiores com
teores de digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) em torno de 70%, altos teores de
Proteina Bruta (PB), cerca de 15%, e baixos teores de Lignina (Lig) e de fibra em detergente
neutro (FDN), quando comparada a outras espécies de Urochloa (Valle et al., 2022).

Programas de melhoramento genético de Urochloa ruziziensis t€ém visado plantas com
maior qualidade e produtividade de forragem, além de maior persisténcia. A utilizacdo da
espectroscopia no infravermelho proximo (NIRS) tem facilitado a sele¢do fenotipica desses
materiais por meio da predicao de valores bromatoldgicos. Essa predigdo acelera os processos de
selecdo (Sousa et al., 2023) pois possui baixo custo, alta precisdo e alta velocidade na obtengao
de dados fenotipicos com muito boa repetibilidade (Baath et al. 2020). Através da predicao dos
valores bromatoldgicos, € possivel estimar a correlagdo entre esses parametros € com isso nortear
estratégias de selecdo com foco em ganhos mais efetivos nos programas de melhoramento.

A compreensdo da variabilidade presente em uma populacgdo € crucial em programas de
melhoramento, € os componentes de variancia desempenham um papel fundamental nesse sentido.
Eles sdao importantes para discernir o quanto dessa variagdo ¢ ambiental ou genética,
proporcionando uma visao sobre a propor¢ao que sera herdada dos pais ou atribuida ao meio, ¢ a
essa capacidade da prole herdar caracteristicas dos pais, chama-se herdabilidade. Ela pode ser
estimada em sentido amplo ou restrito, sendo este ultimo focado apenas na variancia genética
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aditiva, especialmente relevante para melhoristas (Ramalho et al.,2021).

A herdabilidade pode ser aumentada introduzindo variabilidade genética na populagdo
como também reduzindo a variagio do ambiente, o que reflete na variagdo fenotipica total. E
particularmente valiosa ao antecipar o ganho de selecdo, permitindo uma escolha mais eficiente
dos métodos de selecdo e alternativas no processo de condugdo do programa. Isso possibilita a
estimativa da média dos parametros da nova populagcdo, como a produtividade de matéria seca,
fragdes fibrosas ou qualidade do material quando se falando de forrageiras, e fornece uma
compreensdo mais profunda sobre o progresso genético (Vencovsky, 1969; Ramalho et al., 2021).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a produtividade de forragem, seu valor
nutritivo, além de estimar a herdabilidade e ganhos de selegdo para as caracteristicas estudadas,

através de teste de progénies de meios irmaos de uma populacio de U. ruziziensis.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado nos campos experimentais da Embrapa Cerrados, em Planaltina,
DF, Brasil (15°35° S, 47°42° W, 1007 m), em area de solo Latossolo Vermelho argiloso distrofico.
Uma populagdo inicial foi estabelecida a partir do cruzamento de plantas provenientes da mistura
fisica das sementes de 11 acessos de U. ruziziensis existentes na Colecdo de Base da Embrapa e,
com a populagdo mais proxima ao equilibrio de acasalamento aleatorio, Hardy-Weinberg,
iniciaram-se os testes de progénies cujas 200 plantas-mdes foram estabelecidas aleatoriamente
sem selecdo. As plantas-maes foram cultivadas a campo em novembro de 2019, com parcelas de
plantas individuais, sem repeticdo, com espagamento de 1,5m entre plantas. Sementes de cada
parental foram colhidas de forma individualizada, em maio de 2020, a partir do corte de
inflorescéncias amadurecidas, que foram beneficiadas no Laboratorio de Analise de Semente da
Embrapa Cerrados.

O experimento de avaliacdo de familias de meios-irmaos foi implantado em fevereiro de

2021, em delineamento de blocos casualizados, com trés repeticdes de 200 familias, em parcelas
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de 2 m? por familia, totalizando 600 parcelas. Cada parcela foi composta por oito plantas,
espagadas de 25 cm entre si, com espagamento de 1 m entre parcelas. Foram realizados dois cortes
da parte aérea das plantas para avaliacdo da produtividade de forragem, a uma altura de 15 cm do
solo, sendo o primeiro em fevereiro de 2022 e o segundo em maio do mesmo ano.

A matéria verde (MV) foi pesada ainda em campo (kg/parcela). As amostras foram secas
em estufa a 65°c por 72 horas e foi estimada a produtividade de matéria seca (PMS). Para fins de
analises quimicas bromatologicas, as amostras secas foram trituradas em moinho Willey com uma
malha de 1mm. Os espectros foram obtidos em equipamento FOSS NIR 5000 Sistema II tipo
461006 (FOSS Analytical SA, DK 3400 Hilleroed, Dinamarca) com o software ISIScan v.2.85.3
(ISI Software, FOSS Analytical AB, Hoganas, Suécia). O equipamento captura espectros em uma
faixa de comprimento de onda de 1100 a 2500 nm. O programa “The Unscrambler® X v.10.5.1”
(CAMO Software AS, Oslo, Noruega) foi utilizado para modelagem e estimativa dos teores de
fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente dcido (FDA), proteina bruta (PB) e digestibilidade
in vitro da matéria organica (DIVMO), a partir dos espectros obtidos.

Das 200 familias plantadas, 22 foram perdidas e 178 foram utilizadas para as analises
estatisticas. Os pressupostos da andlise de variancia (ANOVA) foram verificados a partir dos
testes de Shapiro-Wilk para normalidade dos residuos, Teste de Levene e Fligner-Killeen para
homogeneidade e o Teste de Durbin Watson para independéncia. Foi realizada a andlise de
variancia adotando-se o teste F de Snedecor e para a comparacao de médias o teste Fisher LSD
(p=0,05).

Foram calculadas a herdabilidade em sentido restrito (h?), dividindo a varidncia genética

=

.« oA . r e r r O
aditiva pela variancia fenotipica, através da formula h? = —F= . Os ganhos esperados da
o2

24 e
o+

selegdo direta para cada caracteristica especifica foram calculados pela formula G = h** c*k*S,
onde k = diferencial de selecdo padronizado = 1,76 para 5% de pressdo de selecdo; c = fator de

controle parental; h2 = estimativa de herdabilidade de sentido restrito para uma caracteristica; e S
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= desvio padrao fenotipico (Hallauer e Miranda, 1981; Nguyen e Sleper, 1983).

As correlagdes simples foram calculadas através da analise dos componentes principais
(PCA), e as correlagdes genéticas através dos componentes genéticos de varidncia e entre as
caracteristicas estudadas. A covariancia genética (covQ3) revela a associagcdo entre as variagdes
genéticas de duas caracteristicas na popula¢do. Quando covG (A, B) ¢ positiva, indica que os
alelos que promovem a expressao de A também estao relacionados aos que promovem a expressao
de B, e vice-versa. Por outro lado, uma covariincia genética negativa sugere uma associacao
inversa entre as variacdes genéticas das duas caracteristicas.

As analises estatisticas foram realizadas em software R versdao 4.3.1, com o0s pacotes
agricolae (Delgado, 2009), Ime4 (Bates et al., 2015), car (Fox & Weisberg, 2019) ¢ HorRM

(Young, 2017).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observaram-se diferencas significativas entre as familias em relacdo aos parametros
produtividade de matéria seca (PMS), proteina bruta (PB), digestibilidade in vitro da matéria seca
(DIVMNS), fibra detergente acido (FDA), celulose (CEL), hemicelulose (HEMICEL) (p<0,001) e
fibra detergente neutro (FDN) (p<0,01), o que demonstra variabilidade genética entre as familias
para estas caracteristicas. Entretanto, ndo foram observadas diferengas significativas entre
familias (p >0,05) para teor de lignina (LIG). A média geral para PMS foi de 0,515 kg/parcela, PB
7,38%, DIVMS 63,20%, FDN 62,81%, FDA 33,84%, CEL 31,2% e HEMICEL 28,9%. Quando
selecionadas as nove melhores familias para cada caracteristica individual, (pressao de selecao de
5%), os valores médios sao 0,770 kg/parcela para PMS, 8,52% para PB, 65,96% para DIVMS,
61,30% para FDN, 32,40 % para FDA, 29,80% para CEL e 28,2% para HEMICEL. Os valores de
herdabilidade em sentido restrito de PMS, PB, DIVMS, FDN e FDA foram 0,26, 0,28, 0,37, 0,28
e 0,31, respectivamente (Tabela 1.1).

Esses valores bromatoldgicos foram superiores aos observados por Souza Sobrinho et al.
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(2011) para a planta inteira de U. ruziziensis ap6s 52 dias de crescimento, que constataram 57,82%
de DIVMS, 6,60% de PB, 76,5% de FDN e 39,9% de FDA, com média de produtividade de
forragem de 3,51 ton/ha/corte.

Em sistemas de consorciacao, a produtividade média de biomassa observada (Camporezzi,
2022) foi de 3210 kg de MS/ha em U. ruziziensis solteira, de 2715 kg de MS/ha em U. ruziziensis
com U. brizantha cv. BRS Paiaguas (na propor¢do 33% e 67%), de 3166 kg de MS/ha em U.
ruziziensis com U. brizantha cv. BRS Paiaguas (na propor¢ao 67% e 33%) e de 3240 kg de MS/ha
de MS/ha em U. brizantha cv. Xaraés com U. brizantha cv. BRS Paiaguas (na propor¢ao 70% e
30 %). Observando os valores obtidos neste trabalho, extrapolando a média geral de kg/parcela,
as familias obtiveram um acumulado de 2,575 kg de MS/ha e com pressdo de selecio um
acumulado de 3,850 kg de MS/ha.

As médias de PB observadas no presente estudo estdo em conformidade com os resultados
observados em estudo com base em meta-analise abrangendo espécies de pastagens tropicais em
diversos ambientes (Jayasinghe et al., 2022). Nesse estudo, o género Urochloa apresentou de 7,6
a 16,4% de PB, dependendo do tipo de ambiente, ficando atras apenas do género Pennisetum com
relag@o a essa caracteristica, que apresentou média de PB variando de 10,2 a 17%.

Para DIVMS, a média geral atingiu 63,2%. Sob uma pressao de selecao de 5%, essa média
aumentou para 65,96%, superando os resultados observados por Jayasinghe et al. (2022), que
relataram uma variagdo de 54,6% a 64,75%, com média de 58,1% para as espécies de Urochloa.
No ambito deste estudo, a Urochloa hibrida cv. Mavuno apresentou uma média de digestibilidade
de 64,7%, ligeiramente abaixo da média das melhores familias de U. ruziziensis identificadas
nesta pesquisa.

As médias de FDN, para a populagdo estudada e para as melhores familias (62,8 e 61,3%,
respectivamente), estdo semelhantes as médias de uma populacao melhorada de U. ruziziensis
(61,7%) e ruziziensis comum (61%), e menores que a média de 65% U. brizantha cv. Marandu
(Souza, 2010). Os teores de FDA (33,8% média geral e 32,4 para as nove melhores familias)
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assemelham com os teores encontrados por Souza (2010) em uma populagdo melhorada de U.
ruziziensis (33,01%) e a cultivar de ruziziensis comum (33,25%), esses teores sdo menores que o
teor de FDA em U. brizantha cv. Marandu (36,96%), o que indica que esses teores fibrosos nao
se distinguem dentro da espécie, mas sdo menores em comparagdo a espécie de U. brizantha,
espécie mais cultivada.

As baixas estimativas de herdabilidade em sentido restrito (h?) para PMS, PB, DIVMS,
FDN e FDA (0,26, 0,28, 0,37, 0,28 ¢ 0,31, respectivamente) sugerem uma forte influéncia
ambiental nas caracteristicas avaliadas (Tabela 1.1). Baixa herdabilidade (0,11) também foi
detectada para a producdo de matéria seca em progé€nies de segunda geracdo de selegdo
intrapopulacional em Urochloa ruziziensis autotetraploide (Simedo et al., 2022) e em comparagao
a Andropogon gayanus, o resultado de herdabilidade em sentido restrito para PMS (0,26) foi
inferior ao valor de 0,47, da h? em sentido amplo (CIAT, 1981). Caracteristicas com herdabilidade
significativamente influenciada pelo ambiente geralmente resultam em estimativas baixas,
frequentemente menores que 0,30, como por exemplo em producdo de graos. Em contrapartida,
em caracteristicas menos suscetiveis as interferéncias ambientais, caracteristicas multigénicas,
como € o caso de caracteristicas qualitativas como resisténcia a certas doengas de plantas e cor de
flor, as estimativas tendem a ser maiores (Ramalho et al. 2021).

A selecdo com pressao de 5% resulta em ganhos para PMS de 0,14 kg/parcela, 0,69% para
PB, 2,07% para DIVMS, 1,05% para FDN e 1,03% para FDA. As médias esperadas na proxima
geracdo para PMS, PB, DIVMS, FDN e FDA foram 0,65, 8,07, 6527, 61,76, 32,81,
respectivamente (Tabela 1.1). Ganhos de selecdo também foram identificados em genotipos do
género Urochloa, para a caracteristica de produ¢do de matéria seca total com pressao de selegdo
de 20% (da Silva, 2019). Além disso, Simedo et al. (2016) estimaram ganhos em progénies de U.
ruziziensis tetraploide através do valor genético, semelhante a varidncia genética aditiva,
indicando que quanto maior a varidncia genética maior a possibilidade de aumentar os ganhos
esperados na proxima geragao.
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Na andlise dos componentes principais (PCA), as duas primeiras dimensdes (Dim1: 52,4%
e Dim2: 23%) foram suficientes para explicar aproximadamente 75% da varidncia acumulada
entre as familias, que ficaram distribuidas em trés clusters. Essa distribuicao sugere diferengas
entre familias, sendo que cada agrupamento pode estar ligado a variagdes dentro dos componentes
estudados, possibilitando uma analise mais detalhada entre esses grupos. Foi observada uma
correlagdo positiva entre PMS, CEL, FDA, FDN, LIG e HEMICEL caracteristicas representadas
pelo cluster 1. Correlagdo positiva também ocorreu entre PB e DIVMS, como mostra o cluster 2.
Os componentes de qualidade PB e DIVMS correlacionaram-se negativamente com PMS e com
os componentes fibrosos CEL, FDA, FDN, LIG e HEMICEL (Figura 2.1).

Os valores das correlagdes simples e correlacdes genéticas entre as caracteristicas
estudadas com base na média dos dois cortes, estao representados na Tabela 1.2. A produtividade
de matéria seca (PMS) apresentou correlagdo genética positiva com os componentes fibrosos,
sendo essa correlagdo forte com FDN (0,74), moderada com FDA (0,67) e CEL (0,66) e fraca com
LIG (0,26) e HEMICEL (0,23). Os resultados (Figura 2.1 e Tabela 1.2) confirmam correlagado
genética negativa e forte entre PMS e PB (-0,90) e positiva e fraca entre PMS e DIVMS (0,15),
mostrando que quanto maior a produtividade de forragem, maior a propor¢do de componentes
fibrosos e menor teor de qualidade da forragem quanto ao teor de proteina.

A PB, por sua vez, apresentou correlagdo genética positiva forte com DIVMS (0,73) e
correlacdo negativa com os componentes fibrosos, sendo forte com FDN (-0,86), FDA (-0,76) e
CEL (-0,75) e fraca com LIG (-0,36) e HEMICEL (-0,29), indicando que, nesta populacdo, o
aumento na PB contribui para o aumento na digestibilidade e na diminui¢ao dos teores de fibras.

A DIVMS apresentou correlacdo genética forte e negativa com LIG (-0,90) com
HEMICEL (-0,80), moderada e negativa com FDN (-0,52), fraca negativa com FDA (-0,11) e ndo
houve correlagdo com CEL (0,00), confirmando que o aumento da produtividade de matéria seca
reduz os indices de digestibilidade da forragem.

A correlagdo forte e positiva entre PB e DIVMS ¢ de natureza causal (Torres et al., 2016),
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de modo que a selecao de individuos para melhor qualidade acarreta aumento tanto na propor¢ao
de PB quanto em DIVMS e ainda redugdo dos teores de fibras. Além disso, existe relagdo direta
entre PB e CEL (Torres et al. 2016). A forte correlagao negativa entre esses dois parametros sugere
um decréscimo na qualidade caso a selecao busque um aumento da produtividade de forragem.

As correlagdes simples variaram de -0,01 (PMS e PB) a 0,99 (FDA e CEL), sendo os
valores negativos mais expressivos de -0,89, -0,78 e -0,77 entre PB e os componentes fibrosos
FDN, CEL e FDA. Entre os valores positivos, destacaram-se as correlagdes entre FDA ¢ CEL
(0,99), FDA e FDN (0,87) e FDN e CEL (0,85).

Em trabalho utilizando hibridos de U. decumbens ou U. brizantha x U. ruziziensis,
Gouveia et al. (2020) também observaram correlagdes simples negativas entre PMS e PB (-0,24),
correlacdo negativa moderada entre PB e FDN (-0,67) e correlagdo positiva entre FDN e LIG
(0,53) e entre PB e DIVMS (0,51). Foi estimada a correlagdo entre o rendimento de massa foliar
de alto valor nutritivo e algumas caracteristicas bromatoldgicas, demonstrando que um aumento
na produtividade de matéria seca total pode estar associado a um maior rendimento de folhas com
alto valor nutritivo (Gouveia et al., 2020). Também foi indicado que a matéria seca foliar,
juntamente com o peso de matéria seca total e a capacidade de rebrota estdo interligados e podem
ser considerados fatores relevantes na selecao de individuos de maior qualidade (Gouveia et al.,
2020). Embora esse aspecto ndo tenha sido abordado no presente estudo, pode ser importante em
pesquisas futuras.

Esses resultados sugerem que a selecao direcionada a PMS podera diminuir a qualidade
da forragem em U. ruziziensis, diminuindo os valores de PB e DIVMS e aumentando o teor de
fibras indigestiveis. Por outro lado, a variabilidade apresentada pela populagdo indica que ¢
possivel selecionar familias com alta PMS e alto teor de PB (Figura 1). Como a h? foi baixa para
todas as caracteristicas avaliadas, havera a necessidade de se utilizar métodos mais precisos de
selecdo (genotipicos) e maior numero de ciclos de selecdo para que se obtenha ganhos
significativos. Também, como plantas de cobertura, o incremento na PMS em detrimento da
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qualidade pode ser positivo, principalmente em sistemas integrados de producao tipo ILPF e suas
variacoes. Estudos mostram também que aproximadamente 4000 kg/ha de matéria seca de U.
ruzizensis sdo suficientes para suprimir plantas daninhas na época de maior interferéncia no
cultivo do milho, sendo assim dispensada a aplicacdo de herbicidas nesta fase (Paciullo et al.,
2022).

Nos genotipos estudados, os resultados mostram a possibilidade de selecdo visando: (i)
plantas com maior qualidade bromatoldgica para alimentagdo animal, ressaltando materiais com
altos teores de PB e DIVMS e menores quantidades de componentes fibrosos; (ii) Genotipos mais
adaptados a producao de maiores quantidades de matéria seca, com aptidao para uso como plantas
de cobertura, para formagao de palhada e (iii) Genotipos com alta PMS e alto teor de PB apods
varios ciclos de sele¢do genotipica.

CONCLUSAO

Genotipos de Urochloa ruziziensis divergem bastante no tocante a produtividade e a
qualidade bromatologica de forragem. Hé variabilidade suficiente para que se faga progresso em
selecdo nos programas de melhoramento para produtividade e qualidade forrageira. Correlagdes
negativas foram frequentes entre a produtividade e a qualidade bromatologica da forragem dessa
espécie, o que destaca a viabilidade de orientar o melhoramento genético tanto para forragem
quanto para plantas de cobertura nesse contexto. Alternativamente, pela variabilidade apresentada,
pode haver potencialmente um aumento na produtividade de matéria seca total associada a uma
maior produtividade de folhas, resultando em sele¢des mais produtivas e com alto valor nutritivo

a longo prazo.
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ANEXOS

Tabela 1.1. Média geral, média das familias selecionadas com pressdo de selecdo (MFS 5%),
ganho de sele¢do (GS), média esperada na proxima geragdo (MEPG 5%) e herdabilidade em
sentido restrito (h?) para produtividade de matéria seca (PMS) em kg/parcela, proteina bruta em
porcentagem(PB), digestibilidade in vitro de matéria seca em porcentagem (DIVMS), de fibra em
detergente neutro em porcentagem (FDN), fibra em detergente dcido em porcentagem (FDA),
lignina em porcentagem (LIG), celulose em porcentagem (CEL) e hemicelulose em porcentagem

(HEMICEL) em progénies de meios-irmaos de Urochloa ruziziensis.

VARIAVEIS MEDIA MFS (5%) GS(5%) MEPG (5%) h?

PMS 0,51%%* 0,77 0,14 0,65 0,26
PB 7,38% %% 8,52 0,69 8,07 0,28
DIVMS 63,20%%* 6596 2,07 65,27 0,37
FDN 62,81%* 61,30 1,05 61,76 0,28
FDA 33,84%%% 3240 1,03 32,81 0,31
LIG 2,60" 2,35 0,11 2,48 0,22
CEL 31,24%%% 2983 1,00 30,24 0,33
HEMICEL 28,98%* 28,21 0,60 28,37 0,35

Teste F entre familias: *** p<0,001; ** p<0,01; ™ ndo significativo (p>0,05)
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Figura 2.1. Correlacdo PCA das varidveis em estudo e seus respectivos clusters, constituidos por

178 familias de meios-irmaos de U. ruziziensis.

MS=PMS= produtividade de matéria seca, PB= proteina bruta, FDN= fibra em detergente neutro,
FDA= fibra em detergente acido, LIG= lignina, CEL= celulose e HEMICEL= hemicelulose.
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Tabela 1.2. Correlagdes lineares simples, diagonal parte superior da tabela, e correlagdes
genéticas, diagonal parte inferior, entre caracteristicas de qualidade e produtividade para familias
de meios-irmaos de U. ruziziensis. Em que PMS= produtividade de matéria seca, PB= proteina
bruta, FDN= fibra em detergente neutro, FDA= fibra em detergente acido, LIG= lignina, CEL=
celulose e HEMICEL= hemicelulose.

PMS PB DIVMS FDN FDA LIG CEL HEMICEL
PMS 1,00 -0,01 0,06 -0,07 0,11 0,07 0,10 -0,32
PB -0,90 1,00 0,29 -0,89 -0,77 -0,21 -0,78 -0,52
DIVMS 0,15 0,73 1,00 -0,50 -0,31 -0,67 -0,22 -0,51
FDN 0,74  -0,86 -0,52 1,00 087 043 0,85 0,58
FDA 0,67 -0,76 -0,11 0,86 1,00 041 0,99 0,11
LIG 0,26 -0,36 -090 0,65 042 1,00 0,27 0,19
CEL 0,66 -0,75 0,00 0,81 0,99 030 1,00 0,08
HEMICEL 0,23 -0,29 -0,80 040 -0,13 0,52 -0,21 1,00
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CAPITULO 3. VARIABILIDADE FENOTIPICA DE GENOTIPOS DE UROCHLOA
RUZIZIENSIS PARA PRODUTIVIDADE E QUALIDADE DE SEMENTES?

2 Trabalho sera submetido a revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira PAB
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RESUMO: Objetivou-se avaliar a variabilidade fenotipica de gen6tipos de Urochloa ruziziensis
quanto a produtividade, qualidade e dorméncia de sementes, para fins de sele¢do de individuos
promissores para uso em programas de melhoramento. Foram avaliados 24 gendtipos (plantas-
maes) selecionadas a partir de 240 gendtipos de uma populacdo de U. ruziziensis estabelecida a
partir de acessos da cole¢do de base da Embrapa. Em cada individuo, foi feita a contagem do
niamero de inflorescéncias por planta ¢ mensurado o niimero de racemos por inflorescéncia, o
nimero de sementes no racemo mediano e o comprimento médio do racemo. Apos a degrana em
coletores, as espiguetas (sementes) foram recolhidas e pré-limpas manualmente, com o auxilio de
peneiras e, na sequéncia, pesadas. As sementes foram entdo homogeneizadas e aquelas cheias
(contendo caridpse) foram separadas das vazias (sem caridpse), por meio de soprador de sementes,
sendo determinada a massa e propor¢ao na massa das sementes cheias. Em cinco repeti¢des de 100
sementes estimaram-se a porcentagem, em nimero, de sementes cheias e vazias e também a massa
de mil sementes. A viabilidade das sementes cheias foi determinada pelo teste de tetrazolio e a
germinagao foi testada em duas condigoes: a 30°C, no escuro, gerbox com agua destilada (GTC);
e a 20/30°C (12/12 horas), com luz, em nitrato de potassio (0,2%), e a dorméncia estimada pela
diferenga da média das duas germinagdes e a viabilidade. As caracteristicas de inflorescéncias por
planta, massa de sementes cheias em peso e massa de sementes cheias em porcentagem, foram
mensuradas a partir dos valores absolutos das mensuragdes por planta e, assim ndo passaram por
analise de variancia. Foi realizada anélise de variancia para os componentes de produtividade:
massa de mil sementes, nimero de sementes no racemo mediano, comprimento de racemo, nimero
de racemo na inflorescéncia e indice de sementes cheias, e também para viabilidade e germinagao
e, em caso de significancia, as médias foram agrupadas por meio do teste de Scott-Knott (p<0.05),
por meio do programa R versao 4.1.2. Houve diferenca significativa para massa de mil sementes,
comprimento médio de racemo, indice de sementes cheias, germinagdo em temperatura constante,

germinagdo em temperatura alternada e média de germinagdo (p< 0,001), nimero de sementes no
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racemo mediano, numero de racemos por inflorescéncia e dorméncia (p< 0,01) e viabilidade (p<
0,05). O valor médio da massa de mil sementes foi de 8,5g, comprimento médio de racemo foi
Scm, indice de sementes cheias foi de 32%, germinagdo em temperatura constante foi de 37%,
germinagdo em temperatura alternada de 31%, média de germinagdo foi de 34%, numero de
sementes no racemo mediano foi de 32 sementes, numero de racemos por inflorescéncia foi de 4
racemos, dorméncia de 46% e viabilidade de 80%. Existe variabilidade para a produtividade,
qualidade e dorméncia das sementes entre os gendtipos de Urochloa ruziziensis avaliados,
permitindo a utiliza¢do dessas variaveis como critérios para a sele¢do de plantas para o programa
de melhoramento genético da espécie.

Palavras chaves: semente; viabilidade; produtividade; tetrazdlio; germinacdo; brachiaria;
gramineas; forrageira;

ABSTRACT: The objective was to evaluate the phenotypic variability of Urochloa ruziziensis
genotypes regarding productivity, quality, and seed dormancy, aiming at selecting promising
individuals for use in breeding programs. Twenty-four genotypes (mother plants) were evaluated
from 240 genotypes of a U. ruziziensis population established from accessions of the Embrapa
base collection. In each individual, the number of inflorescences per plant was counted, and the
number of racemes per inflorescence, the number of seeds in the median raceme, and the average
length of the raceme were measured. After threshing in collectors, the spikelets (seeds) were
manually pre-cleaned, using sieves, and then weighed. The seeds were then homogenized, and the
filled (containing caryopsis) were separated from the empty (without caryopsis) ones using a seed
blower, and the mass and proportion in the mass of filled seeds were determined. In five repetitions
of 100 seeds, the percentage, in number, of filled and empty seeds was estimated, as well as the
mass of a thousand seeds. The viability of filled seeds was determined by the tetrazolium test, and
germination was tested under two conditions: at 30°C, in the dark, in a germination box with
distilled water (GTC); and at 20/30°C (12/12 hours), with light, in potassium nitrate (0.2%), and
dormancy was estimated by the difference in the average of the two germinations and viability.
The characteristics of inflorescences per plant, mass of filled seeds in weight and mass of filled
seeds in percentage, were measured from the absolute values of the measurements per plant and
thus did not undergo analysis of variance. Analysis of variance was performed for productivity
components: mass of a thousand seeds, number of seeds in the median raceme, raceme length,
number of racemes per inflorescence, and index of filled seeds, as well as for viability and
germination, and in case of significance, the means were grouped using the Scott-Knott test (p
<0.05), using the R program version 4.1.2. There was a significant difference for mass of a
thousand seeds, average raceme length, index of filled seeds, germination at constant temperature,

germination at alternating temperature, and germination average (p <0.001), number of seeds in
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the median raceme, number of racemes per inflorescence, and dormancy (p <0.01) and viability (p
<0.05). The average value of mass of a thousand seeds was 8.5g, average raceme length was S5cm,
index of filled seeds was 32%, germination at constant temperature was 37%, germination at
alternating temperature was 31%, germination average was 34%, number of seeds in the median
raceme was 32 seeds, number of racemes per inflorescence was 4 racemes, dormancy was 46%,
and viability was 80%. There is variability for productivity, quality, and seed dormancy among the
evaluated Urochloa ruziziensis genotypes, allowing the use of these variables as criteria for
selecting plants for the species' genetic improvement program.

Keywords: seed; viability; yield; tetrazolium; germination; brachiaria; grass; forage;

INTRODUCAO

O avanco da implantacio de sistemas de integracdo lavoura-pecudria-floresta tem
acarretado o aumento pela demanda de espécies com maior produtividade de forragem, maior
valor nutritivo e com maior produtividade de sementes. Devido a plasticidade fenotipica
encontrada em U. ruziziensis, essa graminea tem se destacado no cendrio agropecuario pela ampla
disponibilidade de sementes e de caracteristicas que facilitam o seu manejo como planta de

cobertura e como forrageira.

A area implantada para a producdo de sementes de U. ruziziensis em 2022/2023 superou a
marca de 60.000 hectares no Brasil (SIGEF, 2024). De maneira geral, as principais dificuldades
para a producdo de sementes de gramineas forrageiras incluem a baixa produtividade, o alto
percentual de sementes vazias, aliadas a dificuldades reativas a etapa de colheita, como
dessincronizagdo de florescimento, desuniformidade na maturagdo e degrana, frequentes em
espécies do género Urochloa. Esses fatores, aliados a mecanismos de dorméncia, prejudicam a
germinagdo e o vigor das sementes, demandando um bom planejamento, manejo e conducao desde
a semeadura até a colheita (Brandao et al., 2021).

A quantidade de sementes vazias, ou seja, o indice de esterilidade de espiguetas, também
afeta bastante a produtividade e a qualidade de sementes, fator este que pode variar dependendo
da espécie, genétipo e localidade onde estd implantado o campo de producdo de semente

(Carmona et al., 1999). Nesse contexto, avaliagdes de componentes de producdo de sementes,
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como produtividade, indice de esterilidade de espiguetas, viabilidade, germinagdo e vigor sao
parametros importantes para compreender as variacdes na produtividade, sendo tuteis para a
sele¢do visando ao melhoramento vegetal de espécies do género Urochloa. A produtividade de
sementes determina o seu custo e o prego final, facilitando a adogao e a redugdo substancial nos

custos de implantacdo de pastagens e de plantas de cobertura.

Embora as cultivares de U. ruziziensis ndo apresentem problemas relacionados a
produtividade e a qualidade das sementes, a presenca de variabilidade genética e a selecdo de
plantas para caracteristicas de producao e qualidade de forragem pode afetar adversamente a
producdo de sementes na populagdo melhorada, se houver antagonismo entre crescimento
vegetativo e o esfor¢o reprodutivo. A associagdo complexa e inversa entre a produtividade de
forragem e a produgdo de sementes ¢ evidenciada em forrageiras como o capim colonido
(Megathyrsus maximus), uma forrageira tropical com alta produ¢do de sementes, mas sujeita a
forte estacionalidade na producdo de forragem (Corsi & Santos, 1995), o azevém (Lolium
multiflorum), tipico de climas temperados (Muller et al., 2012), e 0 amendoim forrageiro (4rachis
pintoi e Arachis repens), prevalente em climas tropicais (Miqueloni, 2018), revela-se como uma
correlagdo negativa influenciada por uma variedade de fatores biologicos e ambientais. Essa inter-
relagdo complexa pode ser atribuida a alocag@o de recursos, estratégias de reprodugdo e variacao
ambiental, sublinhando a intricada natureza desse fenomeno.

Neste sentido, o objetivo do presente trabalho ¢ avaliar a variabilidade fenotipica de
genotipos de Urochloa ruziziensis quanto a produtividade, qualidade e dorméncia de sementes,

para fins de selecao de materiais para uso em programas de melhoramento.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado na Embrapa Cerrados, em Brasilia, DF, Brasil (coordenadas
15°35° S, 47°42’ O, altitude de 1007 m) em area de solo Latossolo Vermelho argiloso distrofico.

A partir de 240 individuos aleatorios de U. ruziziensis, representativos da mistura de todos os 11
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acessos de U. ruziziensis existentes na Colecdo de Base da Embrapa, fez-se o intercruzamento
entre eles e conduziu-se teste de suas progé€nies de meios-irmaos. Com base na produtividade de
forragem e do valor nutritivo dessas progénies, foram selecionados e intercruzados os 24 melhores
individuos (plantas-mae) para, em seguida, ser feita avaliacao da produtividade, componentes de
producao e da qualidade fisioldgica das sementes produzidas. As plantas-maes selecionadas foram
levadas ao campo, a partir de mudas, em novembro de 2019 e desde entao foi feito o manejo com
capinas, cortes anuais de uniformizagado no inicio da estagdo chuvosa e adubacao de base com o
equivalente a 500 kg/ha da férmula 10-10-10 e cobertura com equivalente a 50 kg/ha de nitrogénio

(ureia).

Para avaliar os componentes de producdo de sementes, em janeiro de 2023, previamente a
antese foram montados coletores de sementes, confeccionados manualmente com clarite, nas
dimensdes 120 x 75 cm e costurados em cano de PVC de 250 mm de didmetro, presos em duas
estacas, uma de ferro e outra de madeira, permanecendo no campo até o final da degrana (Figura
3.1). Apos contagem do ntimero de inflorescéncias por planta (IP), cinco inflorescéncias de cada
individuo foram selecionadas aleatoriamente para mensurar o numero de racemos por
inflorescéncia (NRI), o nimero de sementes no racemo mediano (NSRM) e o comprimento médio
do racemo (CR). De cada planta, todas as espiguetas (sementes cheias e vazias) foram recolhidas
nos coletores em maio de 2023 e pré-limpas manualmente, com o auxilio de peneiras com abertura
de 2,0 mm e del,5 mm e, na sequéncia, pesadas. As sementes foram entdo homogeneizadas e
pesadas. Aquelas com cariopse (as cheias) foram separadas das vazias (sem cariopse), por meio
de soprador de sementes do tipo/marca Motoyama Engineering works modelo 17350, configurado
na abertura para ventilagdo de 2 cm. A partir destas sementes, fez-se a determinagdo da massa das
sementes cheias, em gramas (MSC) e sua porcentagem em peso (MSC%) em relagdo ao produzido
e recolhido de cada planta. Em cinco repeti¢des de 100 sementes pré-limpas estimaram-se a
porcentagem, em numero, de sementes cheias e vazias e a massa de mil sementes (PMS) das

sementes cheias. As caracteristicas de nimero de inflorescéncia por planta (IP), massa de sementes
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cheias em grama (MSC) e em porcentagem em peso (MSC%) foram mensuradas a partir dos
valores absolutos das mensuragdes por planta, razao pela qual ndo tiveram repeti¢ao e assim nao

passaram por analise de variancia.

A viabilidade das sementes cheias dos geno6tipos foi determinada por meio do teste de
tetrazolio (Brasil, 1992). Para esse fim, quatro repeticdes de 25 sementes foram pré-umedecidas
em agua destilada por 16 horas, a 30°C, e cortadas longitudinalmente através do endosperma e do
embrido de modo que as duas metades cortadas das sementes ficassem presas pelas glumas. As
sementes foram entdo imersas em solugdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio (0,5% m/V) por 3
horas, a 30°C, no escuro. Com o auxilio de lupa estereoscOpica e com base na distribuicao e na
intensidade da coloragdo de embrido, caracterizaram-se as sementes como viaveis ou nao viaveis
(Figura 3.2).

A germinacdo das sementes cheias foi testada em duas condig¢des: a 30°C, no escuro, em
agua destilada; e a 20/30°C (12/12 horas), com luz, em nitrato de potassio (0,2% m/V). Para cada
teste, utilizaram-se quatro repeti¢cdes de 100 sementes, em caixas gerbox forradas com duas folhas
de papel mata-borrao umedecidas com 2,5 vezes da quantidade de 4gua ou da solucdo de nitrato
de potassio, conforme o teste, em relagdo ao peso do papel (Brasil, 1992). Na primeira e na ultima
avaliacdo, aos 7 e 21 dias apds a montagem, contaram-se as plantulas normais e na Ultima
avaliaram-se também o numero de sementes duras, ndo embebidas, o nimero de plantulas
anormais e de sementes mortas (Brasil, 2009).

Foi calculada a média das duas germinagdes (MG) e a dorméncia (DMC) foi estimada pela
diferenca da média das duas germinacdes e da viabilidade em tetrazolio. Foi realizada anélise de
variancia para os componentes de producdo de sementes (massa de mil sementes, numero de
sementes no racemo mediano, comprimento médio dos racemos, nimero de racemos por
inflorescéncia e indice de sementes cheias), viabilidade e germinagdo e, em caso de significancia,

as médias foram agrupadas por meio do teste de Scott-Knott (p<0.05), as correlagdes simples
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foram calculadas através da analise dos componentes principais (PCA), por meio do programa R

versao 4.1.2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Produtividade

O niimero médio de inflorescéncias por planta (IP) observado nos genotipos foi de 544,
com ampla variagdo de 93 a 904 (Tabela 2.2). Essa quantidade é muito superior em relagdo ao
observado em Urochloa hibrida (U. brizantha X U. ruziziensis) BRS Ipypora, de 23 a 25
inflorescéncias, em dois experimentos testando doses de boro e épocas de aplicagao (Libdrio et
al., 2022) e também em relacdo ao observado em U. brizantha cv. Marandu em duas localidades,
Planaltina - DF e Campo Grande — MS, com médias de 78 e 23 inflorescéncias por planta,
respectivo aos dois lugares (Franca, 2011). A massa de sementes cheias (MSC) apresentou média
de 116 g e amplitude de 16 g a 354 g, enquanto a massa de sementes cheias em porcentagem
(MSC%) media foi de 73%, variando de 46% a 89%. Para braquidria hibrida BRS Ipypora, a
massa de sementes cheias estimada foi de cerca de 700 g por planta e a porcentagem de sementes
cheias de 45% e 47% (Liborio et al., 2022).

O nuamero de racemos por inflorescéncias (NRI) diferiu significativamente entre os
genotipos testados (Tabela 2.1) e o teste de Scott-Knott agrupou todos os gendtipos em um nico
grupo, porém o teste de diferenga minima significativa (LSD) mostrou que somente o genotipo
187 com 6 cm de racemo diferiu significativamente dos outros. O valor médio observado para os
24 gendtipos foi de 4,5 racemos por inflorescéncia, semelhante ao da cultivar de U. ruziziensis
comumente conhecida como ruziziensis-comum, e também da BRS Integra (Souza Sobrinho et
al., 2022). Esse resultado ¢ maior que a média em U. brizantha cv. Marandu, de 2 racemos por
inflorescéncias, em Planaltina - DF e 4,4 racemos por inflorescéncias, em Campo Grande — MS
(Franga, 2011). Por outro lado, alguns genotipos da populagdo avaliada apresentaram valores

superiores, como a planta 187, com 6,4 racemos/inflorescéncia, 5,19 cm de comprimento médio
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de racemo e 31,20 sementes no racemo mediano (NSRM). Além disso, essas sementes sao
pesadas, com cerca de 0,9 gramas de massa de mil sementes (PMS), 80% de massa de sementes
cheias em porcentagem e aproximadamente 500 inflorescéncias por planta (Tabela 2.2), o que
demonstra o potencial de produgdao de semente desse gendtipo para futuros trabalhos de
melhoramento visando esse aspecto.

O comprimento médio do racemo (CR) foi de 5 cm e variou entre 3 e 8 cm. As médias
desse pardmetro foram agrupadas em dois grupos de acordo com o teste de Scott-Knott, um
representado por seis genotipos e o outro por 18 genotipos e a média de cada grupo foi de 6,0cm
e 4,5 cm, respectivamente. Valores semelhantes ao comprimento médio de racemo de U.
decumbens cv. Basilisk, média de 6 cm de racemo, ¢ diferente de U. brizantha cv. Marandu, com
7 cm (Reis, 2018) e de Urochloa brizantha B4 com comprimento médio de racemo de 8,37 cm
(Benteo et al.,2016).

O nimero médio de sementes no racemo mediano (NSRM) foi de 32, variando de 15 a 60
sementes. Os 24 genotipos foram distribuidos em dois diferentes grupos, sendo um com média de
35 sementes composto por 14 plantas e o outro com média de 27 sementes, composto por 10
plantas. Tais resultados diferem do observado em U. decumbens cv. Basilisk com cerca de 38
sementes/racemo e do relatado para U. brizantha cv. Marandu, com 36 sementes por racemo,
respectivamente. (Reis, 2018). Resultado diferente foi encontrado em Urochloa brizantha B4, que
apresentou em média 29,8 sementes por racemos (Benteo et al., 2016). Em outro trabalho
conduzido por Franca (2011) a cultivar U. brizantha cv. Marandu apresentou média de 35
sementes/racemo, em Planaltina — DF, e 54 sementes/racemo, em Campo Grande - MS.

A massa de 1000 sementes (PMS) média foi de 8,5 gramas e variou de 5,6 até 12,4 gramas.
Nesse caso, os gendtipos foram distribuidos em cinco grupos, o primeiro composto por apenas
pelo genotipo 197 e com média de 10,2g, o segundo com 3 genodtipos e média de 9,4g, o terceiro
grupo abrangeu a maior parte dos genotipos, agrupou 14 gendtipos e apresentou média de 8,6g, o
quarto grupo com 3 genotipos e média de 7,8g e o quinto grupo também com 3 gendtipos e média
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de 7,2 g. Os valores do quarto e do quinto grupos se assemelham aos resultados obtidos para U.
brizantha cv. Marandu, em duas localidades diferentes, com PMS de 7,9 g, em Planaltina - DF, e
7,4 g, em Campo Grande - MS (Franga, 2011). Resultado proximo foi obtido por Benteo et al.
(2016), onde U. brizantha obteve média de PMS de 7,482 em fungao de diferentes doses de
nitrogénio.

O percentual médio de sementes cheias (ISC) variou bastante entre os genotipos testados,
de 4 a 63%, sendo a média geral de 32%. O teste de agrupamento indicou quatro grupos, o
primeiro com 4 gendtipos e média de 55,5% de ISC, o segundo grupo também com 4 gendtipos
apresentou média de 43% de ISC, o terceiro grupo com 10 gendtipos e média de 29% e o ultimo
grupo com seis genotipos que apresentou média de 13%. A ocorréncia de altos indices de
esterilidade de espiguetas ¢ um fendmeno comum em diversas gramineas (Carmona et al., 1999),
o que pode reduzir expressivamente o potencial de produgdo de sementes de espécies desse
género. Esses resultados mostram que a caracteristica de esterilidade de espiguetas pode ser

reduzida por meio do melhoramento genético de Urochloa ruziziensis.

Viabilidade, germinacio e dorméncia

A viabilidade em tetrazo6lio das sementes variou entre os genotipos testados entre 20% e
100%, com média de 80% (Tabela 2.4) e o teste de agrupamentos resultou em dois grupos,
contendo 12 gendtipos cada, com médias de 89 e 70%. Essas médias se assemelham as de
viabilidade de sementes comercializadas de Urochloa brizantha cv. Marandu, Urochloa brizantha
cv. Piatd, Urochloa brizantha cv. Xaraés, Urochloa humidicola cv. Tully ou comum, Urochloa
decumbens cv. Basilisk e Megathyrsus maximus cv. Mombaga (Maia et al., 2021).

A germinacdo em temperatura constante diferiu significativamente entre os genodtipos
testados (Tabela 2.3) e a amplitude foi de 7% a 62%, sendo a média geral de 37% (Tabela 2.4) e,
devido a baixa intensidade luminosa, as plantulas aparentaram estiolamento. Os genotipos
dividiram-se em trés grupos, com 13, 9 e 2 gendtipos cada, sendo as médias de 43%, 32% e 16%

de germinacdo. A germinagao em temperaturas alternadas também variou significativamente entre
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os gendtipos, de 3% a 83%, sendo a média geral de 31%, e, nesse caso as plantulas aparentaram
aspecto vigoroso e coloragao verde intensa. Nesse caso, os genotipos foram distribuidos em dois
grupos, um com 5 e o outro com 19 gendtipos, sendo as médias de 55% e 25% de germinagao,
respectivamente.

A germina¢do média em ambos testes (MG) foi de 34%, sendo os 24 gendtipos distribuidos
em dois grupos, um com 8 gendtipos e germinacdo média de 45% e o outro com 16 genotipos e
média de 28%. Considerando que a viabilidade média em tetrazdlio foi de 80%, em média 46%
das sementes viaveis deixaram de germinar nas condi¢des dos testes de germinagdo. Isso se deve
provavelmente a dorméncia, comum em gramineas forrageiras, que pode ser superada de forma
natural no decorrer do tempo de armazenamento (Karia et al., 2006), ou por meio de escarificagao
quimica ou mecanica.

As causas de dorméncia de sementes de Urochloa incluem a restrigdo de trocas gasosas
devido as glumas (Binotti et al., 2014), o que pode ser atenuado por meio da escarificagdo das
sementes, € a dorméncia fisioldgica do embrido. Neste caso, o uso de KNO3 pode ajudar na
superagdo, uma vez que o KNO; contribui na formagdo de NADP”, ocorrendo o estimulo de
respiracdo via pentoses-fosfato e essa produgdo de energia ajuda na superagao da dorméncia e no
inicio do processo de germinacdo (Marcos, 2015 apud Pereira et al., 2021).

De acordo com a Instru¢do normativa n® 30, de 21 de maio de 2008, a porcentagem minima
de germinacdo para a comercializacdo de sementes de Urochloa ruziziensis ¢ de 60% (Brasil,
2008). Dos 24 gendtipos analisados, apenas o genotipo 34 atingiu esse limite minimo, registrando
uma germinagao de 65% em temperatura alternada, enquanto os demais apresentaram média de
germinacao inferior a esse limite estabelecido pelo MAPA. Embora nem todas as sementes viaveis
germinem imediatamente, a legislagdo brasileira vigente permite a substituicdo do teste de
germinacao pelo de tetrazolio, para fins de comercializagao de sementes de gramineas forrageiras.

Os genotipos 157 e 151 apresentaram médias de germinacao sob temperaturas alternadas
semelhantes a média de germinagao acumulada para U. brizantha cv. Piata e cv. Xaraés, cerca de
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23%, em trabalho com germinagao sob temperatura ambiente (Maia et al., 2021). O gen6tipo 180
apresentou germinagdo de sementes sob temperaturas alternadas semelhante a U. decumbens cv.
Basilisk, de 52% (Maia et al., 2021), o que demonstra que entre os genotipos testados existem
aqueles que se assemelham a cultivares existentes no mercado e ainda alguns que podem supera-
las, como o caso do genétipo 34, com germinacdo média de 66%.

A média geral de sementes dormentes (DMC) de 46% foi distribuida em dois grupos,
sendo 10 genotipos com 60% de sementes dormentes em média e 14 gendtipos com dorméncia
média de 36%. Pereira et al. (2021), conduziram um ensaio para verificar a quebra de dorméncia
de U. humidicola utilizando doses de KNOs3 e obtiveram valores de porcentagem de sementes
dormentes de 41,8% para o tratamento com as sementes embebidas em 4gua, sem KNOs3, e de
3,4% para o tratamento com imersao das sementes em uma solu¢do de KNOs.

Nao houve diferenca significativa para a quantidade de sementes duras entre os genotipos
em ambas condi¢des e germinagdo, sendo a média geral de sementes duras entre os genotipos nos
dois testes de 6% e de 3%. Esses valores sdo inferiores aos 29% de sementes duras observados
em trabalho visando avaliar a qualidade fisiologica de sementes de quatro espécies do género
Urochloa apds passagem por mastigagdo simulada (Bolzan et al., 2019).

Os valores das correlagdes simples e o nivel de significdncia entre os componentes de
producao e qualidade das sementes estdo representados na tabela 2.5. O numero de inflorescéncia
por planta (IP) apresentou correlagdo forte positiva e altamente significativa com MSC (0,71) e
TZ (0,93) e correlagdo positiva moderada e altamente significativa com CR (0,57) e DMC (0,54).
A massa de sementes cheias apresentou correlagdo altamente significativa, moderada a alta com
CR (0,69), TZ (0,66) e 0o NSRM (0,52). O CR demonstrou correlacao forte e positiva, altamente
significativa com o NSRM (0,72). A viabilidade em tetrazolio (TZ) apresentou correlagdo forte
positiva com DMC (0,73), moderada com CR (0,57) e nula com ISC e GTA. A germinagao em
temperatura constante (GTC) apresentou correlagdo positiva moderada e altamente significativa

com MG (0,66). A dorméncia (DMC) apresentou correlagdo negativa moderada com GTA (-0,66)
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e MG (-0,60). O ISC apresentou forte correlacio positiva com MSC% (0,72). A correlacdo entre
GTC e MG e também de DMC e IP, TZ, MG e GTA, embora citados, ndo sdo relevantes pelo
motivo de que DMC foi estimada através da diferenga dos valores entre MG e TZ e MG estimada
pela média das duas germinagoes.

Os genotipos 197, 187, 48, 203 e 157 demonstraram as maiores médias para o indice de
sementes cheias, destacando-se também entre as maiores médias em outras caracteristicas. Por
exemplo, o gendtipo 197 também integrou o grupo 1 em variaveis como TZ, GTC, PMS, DMC e
MSC%. O genétipo 187, por sua vez, figurou no grupo 1 nas varidveis NSRM, CR, GTC e NRI.
O gendtipo 48 destacou-se no grupo 1 em NSRM, TZ, CR, DMC e MSC%. Da mesma forma, o
gendtipo 203 alcangou o grupo 1 em NSRM, TZ, DMC e MSC%. Por fim, o gendtipo 157
apareceu no grupo 1 apenas na variavel NSRM. Esses genotipos também foram identificados nas
segundas maiores médias em algumas variaveis. O genotipo 197, por exemplo, esteve no grupo 2
em caracteristicas como GTA, MG, NSRM e CR. O gené6tipo 187 integrou o grupo 2 em GTA,
PMS, MG, TZ e DMC. Da mesma forma, o genétipo 203 figurou no grupo 2 em GTA, MG e CR.
O gendtipo 48 destacou-se no grupo 2 em GTA, MG e GTC. J4 o gendtipo 157 esteve no grupo 2
em MG, CR, TZ, GTC ¢ DMC.

Considerando o menor indice de dorméncia, os gendtipos 40, 180, 65, 56 e 133 emergiram
como os mais recomendados, também figurando nos primeiros ou segundos grupos das variaveis
avaliadas. O gendtipo 40 destacou-se no grupo 1 em caracteristicas como MSC%, GTA, MG e
GTC, assim como o gendtipo 180 e o genotipo 65. Ja o gendtipo 133 figurou no grupo 1 em MG
e GTC. Esses mesmos gendtipos também foram identificados no grupo 2 das varidveis
examinadas. O gendtipo 40, por exemplo, posicionou-se no grupo 2 em caracteristicas como ISC,
NSRM e TZ. Os gendtipos 180, 65, 56 e 133 estiveram exclusivamente no grupo 2 em NSRM e
TZ.

Considerando a produ¢do de sementes na populacdo estudada, os gendtipos 48, 5 e 204

apresentaram as menores médias de germinacdo, acompanhadas pelos maiores indices de
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dorméncia. Além disso, o gendtipo 101 revelou baixas médias para indice de sementes cheias e
viabilidade, enquanto o genotipo 56 registrou menores médias de germinacao e viabilidade. Esses
resultados indicam a necessidade de uma analise mais detalhada sobre a pertinéncia da inclusao
desses genotipos no ciclo de recombina¢ao do melhoramento da populagao para produtividade e
qualidade da forragem, pois sua presenca pode influenciar negativamente a média da
produtividade e qualidade das sementes na populagao melhorada.

Os coeficientes de variagdo elevados para a massa de sementes cheias (MSC), germinacao
sob temperatura constante (GTA) e sementes duras podem ser explicados pela consideravel
variabilidade entre os genotipos em relacdo a média dessas caracteristicas. Esses resultados
indicam que a ampla variabilidade fenotipica nos componentes de produtividade, viabilidade e
germinac¢do de sementes podera possibilitar, por meio dos grupos identificados pelo teste de Scott-
Knott, a selecdo de genotipos superiores para caracteristicas produtivas, como o indice de
sementes cheias, nimero de sementes por racemo, viabilidade e média de germinagdo. Da mesma
forma, essa variabilidade facilita a escolha de genotipos voltados para indices de dorméncia mais
baixos, associados a caracteristicas positivas de qualidade, como média de germinagdo e
viabilidade.

O fato de Urochloa ruziziensis ser uma planta sexual, ao contrario de outras espécies
comerciais do mesmo género, tem implicacdes significativas no dmbito do melhoramento
genético. Em contraste com outras espécies, como Marandu (U. brizantha cv. Marandu), Xaraés
(U. brixantha cv. Xaraés) e (U. humidicola) Humidicola, onde toda a variagdo entre plantas do
mesmo genoétipo € atribuida aos efeitos ambientais devido a apomixia (clones), em U. ruziziensis,
a variagdo decorre tanto de efeitos ambientais quanto genéticos, incluindo a interagdo entre
ambos. Portanto, ¢ essencial estimar, em trabalhos futuros, a variancia genética e, por conseguinte,

a herdabilidade dessas caracteristicas para avaliar o potencial de ganho por meio da selecdo.
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CONCLUSAO

A analise de sementes revelou variabilidade fenotipica ampla em relagdo a produtividade,
qualidade e dorméncia entre os diferentes genotipos de Urochloa ruziziensis avaliados. Isso
possibilitou visualizar componentes distintos entre os genotipos para produgdo e qualidade de
sementes, daqueles com maior destaque na qualidade, bem como aqueles presentes em ambos os
aspectos. Ha potencial para a utilizagdo dessas varidveis como critérios para a sele¢do de plantas
em programas de melhoramento genético da espécie. Entretanto, estudos genotipicos serdao
necessarios para se conhecer a natureza e a amplitude da variagdo genética da populagdo gerada

pelo intercruzamento entre esses parentais selecionados.
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ANEXOS

Tabela 2.1. Resumo da andlise de variancia para os componentes de producao de sementes

comparando 24 gendétipos de U. ruziziensis

Variaveis! Média CV(%) GL SQ Valor F Significancia
PMS 8,5 10,1 23 0,6685 13,377 Fxk
NSRM 32 25,1 23 2670,7 2,309 *x
CR 5 24,6 23 77,3 4,039 el
NRI 4 28,1 23 55,9 2,163 *x
ISC 32 52,9 23 26896,8 16,045 FxK

** Significativo ao nivel de 0,01% de probabilidade. *** Significativo ao nivel de 0,001% de

probabilidade.

1 PMS: Massa de mil sementes (g); NSRM: Numero de sementes no racemo mediano; CR:

Comprimento médio de racemob(cm); NRI: Numero de racemos por inflorescéncia; ISC: indice de

sementes cheias (%).
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Tabela 2.2. Parametros de produtividade de sementes de 24 gendtipos de uma populacao

melhorada de U. ruziziensis.

GENOTIPO IP MSC MSC% ISC PMS NSRM CR NRI
5 904 132,5 71 30c 7,6d 32a 5b 5a
48 869 353,6 82 50a 8,7c 38a 6a 4a
65 858 133,0 65 12d 8,4c 30b 5b da
43 795 129,6 67 29c 8,6¢ 37a 6a da
120 766 265,0 79 44b 8,5¢c 36a 5a 3a
197 648 186,2 84 63a 10,2a 28b 5b 3a
46 633 184,6 80 30c 8,6¢ 41a 6a 4a
40 603 100,5 81 43b 8,4c 25h 4b da
56 570 62,7 75 27¢c 9,0c 23b 4b 5a
167 556 97,1 71 22c 9,0c 33a 5b da
54 547 176,0 77 15d 8,0d 35a 6a 4a
45 541 79,7 69 34c 9,5b 38a 5b 5a
101 538 87,5 71 13d 8,5¢c 30b 5b 4a
187 532 152,0 80 57a 9,3b 3la 5a 6a
34 526 54,5 46 4d 8,3c 33a 4b da
195 511 52,6 68 17d 9,0c 25h 4b 3a
204 481 156,2 83 39 6,9 33a 5b da
92 475 97,4 73 28¢c 9,5b 30b 5b 4a
170 455 84,4 72 35¢ 8,7c 33a 4b da
180 359 92,8 72 33c 8,4c 29b 4b 5a
157 293 35,5 68 47b 7,9d 33a 5b 5a
133 283 30,1 61 16d 8,3c 23b 4b 4a
181 207 15,7 56 26c 7,3e 28b 4b da
203 96 23,6 89 52a 7,3e 33a 4b 3a
média 544 29,5 73 32 8,5 32 5 4
sd 205,0 78,9 9,6 16,9 0,1 79 11 1,2
cv 37,2 68,1 13,2 52.9 10,1 25,1 24,6 28,1
max-min 96--904 15,7--353,6 46--89 2--73 5,6--12,4 15--60 3--8 3--9

**Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de agrupamento de

médias de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

IP: nimero de inflorescéncias por planta; MSC: massa sementes cheias (g/planta); MSC%: % de
sementes cheias (% m/m); PMS: Massa de mil sementes (g); NSRM: numero de sementes no racemo
mediano; CR: comprimento do racemo em centimetros (cm); NRI: niimero de racemos na

inflorescéncia; ISC: indice de sementes cheias, % de espiguetas com cariopse (%).

Média: média geral; SD: desvio padrdo; CV: coeficiente de variagdo; minimo e maximo.
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Tabela 2.3. Resumo da analise de variancia de viabilidade, germinacdo e dorméncia de sementes
de 24 genotipos de U. ruziziensis.

Variaveis! Média CV(%) GL SQ Valor F Significancia
TZ 80 21,4 23 10904 2,069 *

GTC 37 32,2 23 7411,3 4,081 Frx
GTA 31 60,9 23 18448 3,629 Fxk

MG 34 34,5 23 7837,6 4,850 Fxk
DMC 46 43,5 23 16492 2,448 *x

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade. ** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade. ***

Significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade.

1 TZ: Viabilidade em tetrazoélio; GTC: Germinagdo em temperatura constante; GTA: Germinagdo em

temperatura alternada; MG: média de germinag@o; DMC: dorméncia.
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Tabela 2.4. Viabilidade (TZ), germinacao (GTC, GTA e MG) e dorméncia (DMC) de sementes

de 24 geno6tipos de uma populagdo melhorada de U. ruziziensis.

GENOTIPO TZ GTC GTA MG DMC SDC SDA
120 97a 55a 32b 43a 54a 3 2
43 94a 43a 25b 34a 60a 8 3
197 92a 41a 19b 30b 62a 6 1
34 9la 37a 66a 5la 40b 5 2
195 90a 3% 34b 36b 54a 6 2
5 89a 34b 17b 25b 64a 3 6
204 89 35b 15b 25b 64a 8 7
45 88a 38a 29b 33b 55a 0 2
48 87a 28b 17b 22b 65a 4 6
46 87a 35b 17b 26b 6la 5 3
54 85a 32b 5la 41a 44b 3 3
203 80a 18c 26b 22b 58a 15 0
180 76b 48a 52a 50a 26b 8 3
133 74b 47a 37b 42a 32b 6 4
40 73b 44a 59 52a 22b 8 2
65 73b 42a 46a 443 29 6 3
170 72b 42a 19b 30b 42b 7 5
157 71b 30b 23b 26b 45b 5 7
181 71b 29b 35b 32b 3% 8 2
187 70b 40a 32b 36b 35b 7 2
101 68b 40a 24b 32b 36b 1 7
92 68b 34b 26b 30b 3% 2 4
167 68b 34b 19 26b 42b 8 3
56 55b 14c 33b 24b 31b 12 2
média 80 37 31 34 46 6 3
sd 16,9 11,7 19,0 11,7 19,9 6,9 4,1
cv 21,4 32,2 60,9 34,5 43,5 118,3 133,5
max-min 20--100 7--62 3--83 16--64 31--78 0--51 0--19

TZ: viabilidade em tetrazdlio (%); GTC: germinagdo com temperatura constante (%); GTA: germinagao
com temperaturas alternadas (%); SDC: sementes duras em porcentagem na germinagdo com
temperatura constante; SDA: sementes duras em porcentagem na germinagdo com temperaturas
alternadas; MG: média das duas germinag¢des; DMC: dorméncia das sementes, estimada pela diferenca

entre TZ e MG.

Média: média geral; SD: desvio padrdo; CV: coeficiente de variagdo; minimo e maximo.
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Tabela 2.5. Correlacdes lineares simples, diagonal parte superior da tabela, entre componentes de

producao e qualidade de sementes para gendtipos de U. ruziziensis. Em que IP= ntiimero de

inflorescéncias por planta, MSC= massa sementes cheias, MSC%= de sementes cheias,

PMS=Massa de mil sementes, NSRM= numero de sementes no racemo mediano, CR=

comprimento do racemo em centimetros, NRI=numero de racemos na inflorescéncia, ISC= indice

de sementes cheias, TZ= viabilidade em tetrazolio, GTC= germina¢ao com temperatura constante,

GTA= germinagdo com temperaturas alternadas, MG= média das duas germinagdes e DMC=

dorméncia das sementes.

P MSC  MSC% ISC PMS  NSRM CR NRI TZ GTC GTA MG DMC
P 1.00 0,71%* 0.11 -0.03 0.30 0.31 0,57** 0.02  0,93** 0,49* 0.10 0.30 0,54**
MSC 1.00 0,50* 0.37 0.20 0,52* 0,69 -0.12  0,66*** 0.30 -0.07 0.08 0,47*
MSC% 1.00 0.72%* 0.09 0,19  0,31** -0.14 0,15 -0.21 -0.31 -0.34 0.35
ISC 1.00 0.16 0.16 0.12 0.05 -0.01 -0.15 -0.34 -0.34 0.22
PMS 1.00 -0.07 0.13 0.04 0.30 -0.13 -0.06 -0.11 0.32
NSRM 1.00 0,72%* 0.00 0.26 -0.07 0.14 0.08 0.15
CR 1.00 0.05 0,57** 0.18 0.08 0.14 0.36
NRI 1.00 0.02 0.24 -0.08 0.05 -0.01
TZ 1.00 0.36 -0.07 0.11 0,73
GTC 1.00 0.23  0,66** -0.16
GTA 1.00 0,88"** -0,66**
MG 1.00 -0,60**
DMC 1.00

Significativo ao nivel de 5% de probabilidade (*), ao nivel de 1% de probabilidade (**) e ao nivel

de 0,1% de probabilidade (***)
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Figura 3.2. Sementes viaveis (A) e nao viaveis (B) de U. ruziziensis em teste de tetrazolio.
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